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s Herz- und Skelettmuskel-spezifische Nukleinsaure, 

ihre Herstellung und Verwendung 

Die Erfindung betrifft eine im menschlichen Herz- und Skelettmuskel ex- 
primierte Nukleinsaure, ihre Herstellung und Verwendung als Diagnosticum, 
10 Arzneimittel und Test zur Identifizierung funktioneller Interaktoren. 

Das Herz ist ein muskulares Hohlorgan mit der Aufgabe, durch wechselnde 
Kontraktion (Systole) und Erschlaffung (Diastole) von Vorhofen und Kam- 
mern den Blutstrom in den GefaBen in Bewegung zu halten. 

15 

Der Herzmuskel, das Myokard, setzt sich aus spezialisierten quergestreiften 
Muskelzellen zusammen, zwischen denen Bindegewebe Iiegt. Jede Zelle 
besitzt einen zentralen Kern, wird von der Plasmamembran, dem Sarko- 
lemm, begrenzt und enthalt zahlreiche kontraktile Myofibrillen, die unregel- 

20 maBig durch Sarkoplasma getrennt sind. Die kontraktile Substanz des Her- 
zens bilden lange parallele Myofibrillen. Jede Myofibrille unterteilt sich in 
mehrere gleiche strukturelle und funktionelle Einheiten, die Sarkomere. Die 
Sarkomere wiederum setzen sich aus den diinnen Filamenten, die hauptsach- 
lich aus Aktin, Tropomyosin und Troponin bestehen und den dicken Fila- 

25 menten zusammen, die hauptsachlich aus Myosin bestehen. 

Der molekulare Mechanismus der Muskeikontraktion beruht auf einer zykli- 
schen Anheftung und Ablosung der globularen Myosinkopfe von den F- 
Aktinfilamenten. Bei elektrischer Stimulation des Herzmuskels wird Ca 2+ aus 
30 dem sarkoplasmatischen Retikulum freigesetzt, welches durch eine allosteri- 
sche Reaktion den Troponin-Komplex und Tropomyosin beeinfluBt und so 
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den Weg frei macht fur einen Kontakt des Aktinfilamentes mit dem Myosin- 
kopf. Die Anheftung bewirkt eine Konformationsanderung des Myosins, 
welches so das Aktinfilament an sich entlang zieht. Um diese Konforma- 
tionsanderung riickgangig zu machen und an den Anfang eines Kontraktions- 
5 zyklus zuriickzukehren, wird ATP benotigt. 

Die Aktivitat des Herzmuskels kann durch nervose und hormonelle Regula- 
tionsmalinahmen kurzfristig an den jeweiligen Perfusionsbedarf, d. h. Durch- 
blutungsbedarf, des Korpers angepafit werdem So konnen sowohl die Kon- 
10 traktionskraft als auch die Kontraktionsgeschwindigkeit gesteigen werden. Bei 
langfristiger Uberbeanspruchung kommt es zu physiologischen Umbauvor- 
gangen im Herzmuskel, die hauptsachlich durch eine Vermehrung der 
Myofibrillen charakterisiert sind (Myozytenhypertrophie). 

15 Bei Schadigungen des Herzmuskels fuhren oft die urspriinglich physiologi- 
schen Anpassungsmechanismen langfristig zu pathophysiologischen Zustanden, 
die in chronische Herzinsuffizienz, d. h. Herzschwache, munden und mei- 
stens mit akutem Herzversagen enden. Bei schwerer chronischer Insuffizienz 
kann das Herz nicht mehr adaquat auf veranderte Leistungsanforderungen 

20 reagieren, selbst geringe korperliche Verrichtungen fuhren zu Erschopfung 
und Atemnot. 

Schadigungen des Herzmuskels resultieren aus Ischamie, d. h. Blutleere, 
verursacht durch Koronarerkrankungen, bakteriellen oder viralen Infektionen, 

25 Toxinen, metabolischen Abnormalitaten, Autoimmunerkrankungen oder geneti- 
schen Defekten. Therapeutische Mafinahmen richten sich zur Zeit auf eine 
Starkung der Kontraktionkraft und eine Kontrolle der kompensatorischen 
neuronalen und hormonellen Kompensationsmechanismen. Trotz dieser Be- 
handlung ist die Sterblichkeit dieser Erkrankung nach wie vor hoch (35-50% 

30 innerhalb der ersten 5 Jahre nach Diagnose). Herzinsuffizienz ist die Haupt- 
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todesursache weltweit. Die einzige Kausaltherapie stellt die Herztransplanta- 
tion dar. 

Die moiekularen Veranderungen bei chronischer Herzinsuffizienz sind nur 
5 ungeniigend bekannt. Insbesondere die genetischen Veranderungen, die der 
HerzinsufRzienz zugrundeliegen, sind weitgehend unbekannt. Auch die Frage, 
warum sekundare Schadigungen durch Toxine oder Viren bei manchen 
Menschen zur Herzinsuffizienz fuhren, jedoch bei anderen nicht, bleibt 
unbeantwortet. 

to 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, Gene zu 
identifizieren und zu isolieren, die fur genetisch bedingte Herzerkrankungen 
zumindest mitverantwortlich, wenn nicht sogar ursachlich sind. 

15 Es wurde nun uberraschenderweise in einer cDNA-Bank des menschlichen 
Herzgewebes ein Gen gefunden, das im insuffizienten Herzgewebe starker 
exprimiert wird als im gesunden Herzgewebe und somit in einem kausalen 
Zusammenhang mit einer genetisch bedingten Herzinsuffizienz steht. Zu 
diesem Gen gibt es bereits ein, wenn auch fehlerhaftes, sogenanntes EST 

20 (expressed sequence tag), dem jedoch keinerlei Funktion zugeordnet werden 
kann (Tanaka, T. et al. (1996) Genomics, 35, 231-235; EMBL AC:C04498; 
Klon 3NHC3467). 

Ein Gegenstand der Erfindung ist daher eine Nukleinsaure kodierend fur 
25 ein Polypeptid mit einer Aminosauresequenz gemafi Fig. 4 oder eine funktio- 
nelle Variante davon, und Teile davon mit mindestens 8 Nukleotiden, 
vorzugsweise mindestens 10 Nukleotiden, insbesondere mindestens 15 Nu- 
kleotiden, vor allem mindestens 20 Nukleotiden, ausgenommen eine Nu- 
kleinsaure mit der Sequenz: 
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1 GCCAACACGC ANTCCGACGA CAGTGCAGCC ATGGTCATTG CAGAGATGCN TCAAAGTCAA 
61 T GAG CAC AT C ACCAACGTAA ACGTCGAGTC CAACTTCATA ACGGGAAAGG GGATCCTGGC 
121 CATCATGAGA GCTCTCCAGC ACAACACGGT GCTCACGGAG CTGCGTTTCC ATAACCAGAG 
181 G CAC AT CAT G GGCAGCCAGG TGGAAATGGA GATTGTCAAG CTNCTGAAGG AGAACAC GAC 
5 241 GCTNCTGAGG CTGGGNTACC ATTTTNAACT CCCAGGACC 

worin N gleich A, T, G oder C bedeutet. 

Die erfindungsgemafie Nukleinsaure wurde aus einer cDNA-Bank des 
menschlichen Herzgewebes isoliert und sequenziert. Hierzu wurde zuerst aus 

10 einer gesunden und insuffizienten Herzgewebe-Probe Gesamt-RNA nach 
Standardmethoden isoliert und mit Hilfe eines 3*-Anker-Primergemisches, z. 
B. eines S'-T^ACN-S' Primers, bei dem N ein beliebiges Deoxyribonukleo- 
tid bedeutet, und reverser Transkriptase in c-DNA umgeschrieben. Die 
cDNA wurde anschiefiend in Anlehnung an die sogenannte Differential 

is Display Methode nach Liang und Pardee (Liang, P. & Pardee, A. (1992) 
Science 257, 967-970) unter spezieilen PCR-Bedingungen mit Hilfe eines 3'- 
Primers, z. B. eines T 12 ACN-Primers, und eines willkurlich ausgewahlten 
S'-Dekamer-Primer, z. B. eines S'-CCTTCTACCC-S'-Dekamer-Primers, am- 
pliftziert. Hierbei konnte ein 321 Basenpaar (bp)-langes DNA-Fragment 

20 amplifiziert werden, das iiberraschenderweise nicht in der gesunden Herz- 
probe, jedoch deutlich in der insuffizienten Herzprobe vorhanden ist. Dies 
war deshalb so uberraschend, da die gangigen Methoden wie Differential 
Display Methode oder auch substraktive cDNA-Genbanken mit dem Problem 
der Redundanz, der Unterreprasentation und der falsch positiven Klone 

25 behaftet sind. Insbesondere die Genprodukte schwach exprimierter Gene 
konnen nur unter spezieilen Bedingungen identifiziert werden. Daher ist es 
auch nicht verwunderlich, daB die Trefferquote im allgemeinen sehr gering 
(10-20%) ist und beispielsweise bei der Differentiellen Display Methode auch 
von den gewahlten PCR-Bedingungen, der Primer-Lange oder beispielsweise 

so bei der Herstellung subtraktiver Banken von der Hybridisierungstemperatur 
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abhangt. Anschliefiend wurde das gesamte Gen aus einer cDNA-Genbank mit 
Hilfe des gefundenen DNA-Fragmentes isoliert und sequenziert. 

In jedem Fall ist es notwendig, durch we here Methoden aufzuklaren, ob die 

5 geftindene cDNA einem aktiven und/oder gewebespezifischen Gen zugeordnet 
werden kann. Daher wurden mRNAs aus verschiedenen menschlichen Gewe- 
ben mit dem gefundenen DNA-Fragment in einem sogenannten Northern-Blot 
hybridisiert und die Menge an gebundener m-RNA beispielsweise iiber die 
radioaktive Markierung des DNA-Fragments bestimmt. Dieses Experiment 

10 fuhrte zu einem Nachweis der korrespondierenden RNA vor allem in quer- 
gestreifter Muskulatur, also Herzmuskel- und Skelettmuskelgewebe sowie sehr 
schwach in Prostatagewebe. In einem weiteren Vergleichsexperiment zwischen 
gesundem und insuffizientem Herzgewebe wurde eine erhohte Expression, 
beispielsweise eine um ca. 35% erhohte Expression der RNAs in insuffizien- 

15 tern Gewebe im Vergleich zum gesunden Gewebe nachgewiesen. Insbesonde- 
re konnte nachgewiesen werden, dali eine kleinere RNA-Spezies bevorzugt 
in insuffizientem Gewebe im Vergleich zum gesunden Gewebe eine erhohte 
Expression aufweist. Die erhohte Expression der kleineren RNA-Spezies ist 
beispielsweise im Northern-Blot in Form einer Doppelbande leicht zu erken- 

20 nen (siehe Fig. 5b). 

Ein Vergleich der abgeleiteten Polypeptidsequenz mit einer Proteindatenbank 
ergab zudem eine gewisse Verwandtschaft (Homologie) mit dem Protein 
Tropomodulin (siehe Fig. 4). Tropomodulin ist als ein Polypeptid bekannt, 

25 das in Huhnchen-Kardiomyozyten Einfluii auf die Ausbildung der Myofibril- 
len und die Kontraktionsfahigkeit der Zellen hat (Gregorio et al. (1995) 
Nature 377 , 83-86). Dieses Protein bindet zum einen an Tropomyosin und 
zum anderen an die Actin-Fiiamente, wird aber selbst nicht in seiner Aktivi- 
tat reguliert. Das abgeleitete erfindungsgemafie Polypeptid weist ebenso 

30 einige Strukturmerkmale des Tropomodulins auf, wie z. B. eine Tropomyo- 
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sin-Bindedomane. Im Gegensatz zu Tropomodulin besitzt das erfindungs- 
gemafie Polypeptid zusatzliche Strukturmerkmale, die auf eine Regulation der 
Aktivitat des Polypeptids durch sogenannte Tyrosinkinasen hinweisen (siehe 
Fig. 4). 

5 

Unter dem Begriff "funktionelle Variante" im Sinne der vorliegenden Erfin- 
dung versteht man daher Polypeptide, die funktionell mit dem erfindungs- 
gemaflen Polypeptid verwandt sind, d. h. ebenso als ein regulierbarer 
Modulator der Kontraktionsfahigkeit von Herzmuskelzellen bezeichnet werden 

10 konnen, in quergestreifter Muskulatur, vorzugsweise in Herzmuskel-, Skelett- 
muskel- und/oder Prostatagewebe, vor allem in Herzmuskel- und/oder Ske- 
lettmuskel und insbesondere in Herzmuskelzellen exprimiert werden, Struktur- 
merkmale des Tropomodulins aufweisen, wie z. B. eine oder mehrere 
Tropomyosin-Bindedomanen, und/oder deren Aktivitat durch Tyrosinkinasen 

15 reguliert werden konnen. Beispiele funktioneller Varianten sind die entspre- 
chenden Polypeptide, die aus anderen Organismen als dem Menschen, 
vorzugsweise aus nicht-menschlichen Saugetieren, wie z. B. Affen, stammen. 

Im weiteren Sinne versteht man darunter auch Polypeptide, die eine Se- 
20 quenzhomologie, insbesondere eine Sequenzidentitat, von ca. 70%, vorzugs- 
weise ca. 80%, insbesondere ca. 90%, vor allem ca. 95% zu dem Polypep- 
tid mit der Aminosauresequenz gemaB Fig. 4 haben. Darunter zahlen bei- 
spielsweise Polypeptide, die von einer Nukleinsaure kodiert werden, die aus 
nicht-herzspezifischem Gewebe, z. B. Skelettmuskelgewebe, isoliert wird, 
25 jedoch nach Expression in einer herzspezifischen Zelle die bezeichnete 
Funktion(en) besitzt. Ferner zahlen hierzu auch Deletionen des Polypeptids 
im Bereich von ca. 1-60, vorzugsweise von ca. 1-30, insbesondere von ca. 
1-15, vor allem von ca. 1-5 Aminosauren. Beispielsweise kann die erste 
Aminosaure Methionin fehlen, ohne daB die Funktion des Polypeptids we- 
30 sentlich verandert wird. Daneben zahlen hierzu auch Fusionsproteine, die die 
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oben beschriebenen erfindungsgemafien Polypeptide enthalten, wobei die 
Fusionsproteine selbst bereits die Funktion eines regulierbaren Modulators 
der Kontraktionsfahigkeit von Herzmuskelzellen haben oder erst nach Ab- 
spaltung des Fusionsanteils die spezifische Funktion bekommen konnen. Vor 
5 allem zahlen hierzu Fusionsproteine mit einem Anteil von insbesondere nicht- 
herzspezifischen Sequenzen von ca. 1-200, vorzugsweise ca. 1-150, ins- 
besondere ca. 1-100, vor allem ca. 1-50 Aminosauren. Beispiele von nicht- 
herzspezifischen Peptidsequenzen sind prokaryotische Peptidsequenzen, die z. 
B. aus der Galactosidase von E. coli abgeleitet sein konnen. 

10 

Die erfindungsgemaBe Nukleinsaure ist im allgemeinen eine DNA oder 
RNA, vorzugsweise eine DNA. Fur die Expression des betreffenden Gens 
ist im allgemeinen eine doppelstrangige DNA bevorzugt und fur die Ver- 
wendung als Sonde eine einzelstrangige DNA. Besonders bevorzugt ist eine 

15 doppel- oder einzelstrangige DNA mit einer Nukleinsauresequenz gemaB Fig. 
1, 2 oder 3 und die oben bereits naher beschriebenen Teile davon, wobei 
der fur das Polypeptid kodierende DNA-Bereich besonders bevorzugt ist. 
Dieser Bereich beginnt mit den Nukleinsauren "ATG" kodierend fur Methio- 
nin an der Position 89 bis "TAG" kodierend fur "Amber" (Stop) an der 

20 Position 1747. 

Die erfindungsgemaBe Nukleinsaure kann beispielsweise chemisch anhand der 
in Fig. 1-3 offenbarten Sequenzen oder anhand der in Fig. 4 offenbarten 
Polypeptidsequenz unter Heranziehen des genetischen Codes z. B. nach der 

25 Phosphotriester-Methode synthetisiert werden (siehe z. B. Uhlmann, E. & 
Peyman, A. (1990) Chemical Reviews, 90, 543-584, No. 4). Eine weitere 
Moglichkeit, die erfindungsgemaBe Nukleinsaure in die Hand zu bekommen, 
ist die Isolierung aus einer geeigneten Genbank, beispielsweise aus einer 
herzspezifischen Genbank, anhand einer geeigneten Sonde (siehe z. B. J. 

30 Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning. A Laboratory Manual 2nd edn., 
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Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY). Als Sonde 
eignen sich beispielsweise einzelstrangige DNA-Fragmente mit einer Lange 
von ca. 100-1000 Nukleotiden, vorzugsweise mit einer Lange von ca. 200- 
500 Nukleotiden, insbesondere mit einer Lange von ca. 300-400 Nukleotiden 
5 deren Sequenz aus den Nukleinsauresequenzen gemafi Fig. 1-3 abgeleitet 
werden kann. Ein Beispiel einer Sonde ist das 321 bp grofie DNA-Fragment 
gemafi Beispiel 1, das dem unterstrichenen Bereich in Fig. 1 entspricht, mit 
dem bereits erfolgreich die erfindungsgemafie Nukleinsaure aus humanem 
Herzgewebe isoliert wurde (siehe Beispiel 2). 

10 

Ublicherweise ist die erfindungsgemafie Nukleinsaure in einem Vektor, 
vorzugsweise in einem Expressionsvektor oder gentherapeutisch wirksamen 
Vektor enthalten. Vorzugsweise enthalt der gentherapeutisch wirksame Vektor 
herzspezifische regulatorische Sequenzen, wie z. B. den Troponin C (cTNC) 
15 Promotor (siehe z. B. Parmacek, M. S. et al. (1990) J. Biol. Chem. 265 
(26) 15970-15976 und Parmacek, M. S. et al. (1992) MoL Cell Biol. 12(5), 
1967-1976), der funktionell mit der erfindungsgemafien Nukleinsaure ver- 
bunden ist. 

20 Die Expressionsvektoren konnen prokaryotische oder eukaryotische Expres- 
sionsvektoren sein. Beispiele fur prokaryotische Expressionsvektoren sind fur 
die Expression in E. coli z. B. die Vektoren pGEM oder pUC-Derivate und 
fur eukaryotische Expressionsvektoren fur die Expression in Saccharomyces 
cerevisiae z. B. die Vektoren p426Met25 oder p426GALl (Mumberg et al. 

25 (1994) Nucl. Acids Res., 22, 5767-5768), fur die Expression in Insektenzel- 
len z. B. Baculovirus-Vektoren wie in EP-B1-0 127 839 oder EP-B1-0 549 
721 offenbart, und fur die Expression in Saugerzellen z. B. die Vektoren 
Rc/CMV und Rc/RSV oder SV40- Vektoren, welche alle allgemein erhaltlich 
sind. 



30 
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Im allgemeinen enthalten die Express ions vektoren auch fur die jeweilige 
Wirtszelle geeignete Promotoren, wie z. B. den trp-Promotor fur die Ex- 
pression in E. coli (siehe z. B. EP-B1-0 154 133), den ADH2-Prornotor fur 
die Expression in Hefen (Russel et ah (1983), J, BioL Chem. 258, 2674- 
5 2682), den Baculovims-Polyhedrin-Promotor fur die Expression in Insekten- 
zellen (siehe z. B. EP-B1-0 127 839) oder den friihen SV40 Promotor oder 
LTR-Promotoren z. B. von MMTV (mouse mammary tumour virus; Lee et 
al. (1981) Nature 214, 228-232). 

10 Beispiele von gentherapeutisch wirksamen Vektoren sind Virusvektoren, 
vorzugsweise Adenovirusvektoren, insbesondere replikationsdefiziente Adenovi- 
rusvektoren, oder Adenoassoziierte Virusvektoren, z. B. ein Adenoassoziierter 
Virusvektor, der ausschliefllich aus zwei invertierten terminalen Wiederho- 
lungssequenzen (ITR) besteht. 

15 

Ein Adenovirusvektor und insbesondere ein replikationsdefizienter 
Adenovirusvektor sind aus den folgenden Griinden besonders bevorzugt. 

Das humane Adenovirus gehort zu der Klasse der doppelstrangigen DNA- 
20 Viren mit einem Genom von ca. 36 Kilobasenpaaren (Kb). Die virale DNA 
kodiert fur etwa 2700 verschiedene Genprodukte, wobei man fruhe ("early 
genes'*) und spate ("late genes ") unterscheidet. Die "early genes" werden in 
vier transkriptionellen Einheiten, El bis E4, unterteilt. Die spaten Gen- 
produkte kodieren fur die Kapsidproteine. Immunologisch konnen mindestens 
25 42 verschiedene Adenoviren und die Untergruppen A bis F unterschieden 
werden, die alle ffir die vorliegende Erfindung geeignet sind. Die Trans- 
kription der viralen Gene setzt die Expression der El-Region voraus, welche 
7 fur einen Transaktivator der adenoviralen Genexpression kodiert. Diese 

Abhangigkeit der Expression aller nachfoigenden viralen Gene von dem El- 
30 Transaktivator kann fur die Konstruktion der nicht repiikationsfahigen adeno- 
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viralen Vektoren genutzt werden (siehe z.B. McGrory, W.J, et al. (1988) 
Virol. 163, 614 - 617 und Gluzman, Y. et al. (1982) in "Eukaryotic Viral 
Vectors" (Gluzman, Y. ed.) 187 . 192, Cold Spring Harbor Press, Cold 
Spring Harbor, New York). In adenoviralen Vektoren, insbesondere vom 

5 Typ 5 (Sequenz siehe Chroboczek, J. et al. (1992) ViroL 186, 280 - 285) 
und vor allem von der Untergruppe C, wird im allgemeinen die El-Genre- 
gion durch ein Fremdgen mit eigenem Promotor bzw. durch das erfindungs- 
gemaBe Nukleinsaurekonstrukt ersetzt. Durch den Austausch der El-Genre- 
gion, welche fur die Expression der nachgeschalteten adenoviralen Gene 

10 Voraussetzung ist, entsteht ein nicht replikationsfahiges Adenovirus. Diese 
Viren konnen sich dann nur in einer Zellinie vermehren, welche die fehlen- 
den El -Gene ersetzt. 

Replikationsdefiziente Adenoviren werden daher im allgemeinen durch homo- 
15 loge Rekombination in der sogenannten 293-Zellinie (humane embryonale 
Nierenzellinie), die eine Kopie der El-Region stabil im Genom integriert 
hat, gebildet. Hierzu werden unter Kontrolle eines eigenen Promotors, z.B. 
des bereits oben genannten Troponin C Promotors, die erfindungsgemaBe 
Nukleinsaure in rekombinante adenoviral Plasmide kloniert. AnschlieBend 
20 erfolgt die homologe Rekombination mit einem El-defizienten adenoviralen 
Genom, wie z.B. dl327 oder dell324 (Adenovirus 5), in der Helferzeilinie 
293. Bei erfolgreicher Rekombination werden virale Plaques geerntet. Die so 
erzeugten replikationsdefizienten Viren werden in hohen Titern (beispielsweise 
10 9 bis 10 11 "plaque forming units" oder plaquebildenden Einheiten) zur 
25 Infektion der Zellkultur oder fur die somatische Gentherapie eingesetzt. 

Im allgemeinen ist die genaue Insertionsstelle der erfindungsgemaflen Nu- 
kleinsaure in das adenovirale Genom nicht kritisch. Es ist z.B. auch mog- 
lich, die erfindungsgemaBe Nukleinsaure an die Stelle des deletierten E3- 
30 Gens zu klonieren (Karlsson, S. et al. EMBO 7. 5, 1986, 2377 - 2385). 
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Vorzugsweise wird jedoch die El-Region Oder Teile davon, z.B. die E1A- 
oder ElB-Region (siehe z.B. WO 95/00655) durch die erfindungsgemafie 
Nukleinsaure ersetzt, vor allem, wenn auch die E3-Region deletiert ist. 

5 Die vorliegende Erfindung ist jedoch nicht auf das adenovirale Vektorsystem 
beschrankt, sondern auch Adeno-assoziierte Virusvektoren eignen sich in 
Kombination mit der erfindungsgemaflen Nukleinsaure aus folgenden Griinden 
in besonderer Weise. 

10 Das AAV- Virus gehort zur Familie der Parvoviren. Diese zeichnen sich 
durch ein ikosaedrisches, unbehiilltes Kapsid mit einem Durchmesser von 18 
bis 30 nm aus, welches eine lineare, einzelstrangige DNA von ca. 5 kb 
enthalt. Fur eine effiziente Vermehrung von AAV ist eine Koinfektion der 
Wirtszelle mit Helferviren erforderlich. Als Heifer eignen sich beispielsweise 

15 Adenoviren (Ad5 oder Ad2), Herpesviren und Vacciniaviren (Muzyczka, N. 
(1992) Curr. Top. Microbiol. Immunol. 158, 97 - 129). In Abwesenheit 
eines Helfervirus geht AAV in einen Latenzzustand iiber, wobei das Virus- 
genom in der Lage ist, stabil in das Wirtszellgenom zu integrieren. Die 
Eigenschaft von AAV, in das Wirtsgenom zu integrieren. macht es als 

20 Transduktionsvektor fur Saugetierzellen besonders interessant. Fur die Vektor- 
funktionen geniigen im allgemeinen die beiden ca. 145 bp langen invertierten 
terminalen Wiederholungssequenzen (ITR: inverted terminal repeats; siehe 
z.B. WO 95/23867). Sie tragen die in "cis" notwendigen Signale fur Repli- 
kation. Verpackung und Integration in das Wirtszellgenom. Zur Verpackung 

25 in rekombinante Vektorpartikel wird ein Vektorplasmid, welches die Gene 
fur nicht-strukturelle Proteine (rep-Proteine) und fur strukturelle Proteine 
(cap-Proteine) tragt, in Adenovirus-infizierte Zellen transfiziert. Nach 
einigen Tagen wird ein zellfreies Lysat hergestellt, welches neben den 
rekombinanten AAV-Partikeln auch Adenoviren enthalt. Die Adenoviren kon- 

30 nen vorteilhafterweise durch Erhitzen auf 56 °C oder durch Bandieren im 
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Casiumchlorid-Gradienten entfernt werden. Mit dieser Cotransfektionsmethode 
sind rAAV-Titer von 10 5 bis 10 6 IE/ml erzielbar. Die Kontamination durch 
Wildtypviren liegt unterhalb der Nachweisgrenze, wenn das Verpackungs- 
plasmid und das Vektorplasrnid keine iiberlappenden Sequenzen besitzen 
5 (Samulski, R.J. (1989) J. Virol. 63, 3822 - 3828). 

Der Transfer der erfindungsgemaflen Nukleinsaure in somatische Korperzellen 
kann durch AAV in ruhende, differenzierte Zellen erfolgen, was fur die 
Gentherapie des Herzens besonders vorteilhaft ist. Durch die erwahnte 
Integrationsfahigkeit kann auch eine lang anhaltende Genexpression in vivo 
gewahrleistet werden, was wiederum besonders voneilhaft ist. Ein weiterer 
Vorteil von AAV ist, dafi das Virus nicht pathogen fur den Menschen und 
relativ stabil in vivo ist. Die Klonierung der erfindungsgemaflen Nukleinsaure 
in den AAV-Vektor oder Teilen davon erfolgt nach dem Fachmann bekann- 
ten Methoden, wie sie z.B. in der WO 95/23867, bei Chiorini, J.A. et al, 
(1995), Human Gene Therapy 6, 1531 - 1541 oder Kotin, R.M. (1994), 
Human Gene Therapy 5, 793 - 801 beschrieben sind. 

Gentherapeutisch wirksame Vektoren lassen sich auch dadurch erhalten, dafi 
20 man die erfindungsgemaBe Nukleinsaure mit Liposomen komplexiert, da 
damit eine sehr hohe Transfektionseffizienz, insbesondere von 
Herzmuskelzellen, erreicht werden kann (Feigner, P.L. et al. (1987), Proc. 
Natl. Acad. Sci USA 84, 7413 - 7417). Bei der Lipofektion werden kleine 
unilamellar Vesikel aus kationischen Lipiden durch Ultraschallbehandlung 
25 der Liposomensuspension hergestellt. Die DNA wird ionisch auf der Ober- 
flache der Liposomen gebunden, und zwar in einem solchen Verhaltnis, dafi 
eine positive Nettoladung verbleibt und die Plasmid-DNA zu 100% von den 
Liposomen komplexiert wird. Neben den von Feigner et al. (1987, supra) 
eingesetzten Lipidmischungen DOTMA (1 ,2-Dioleyloxypropyl-3-trimethyl- 
30 ammoniumbromid) und DOPE (Dioleoylphosphatidylethanolamin) wurden 
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inzwischen zahlreiche neue Lipidformulierungen synthetisiert und auf ihre 
Effizienz der Transfektion verschiedener Zellinien getestet (Behr, J. P. et al. 
(1989), Proc. Natl. Acad, ScL USA 86, 6982 - 6986; Feigner, J.H. et al. 
(1994) 7. Biol. Chem. 269, 2550 - 2561; Gao, X. & Huang, L. (1991), 

5 Biochim. Biophys. Acta 1189 , 195 - 203). Beispiele der neuen Lipidformu- 
lierungen sind DOTAP N-[l-(2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N- 
trimethy lammoniumethy lsulfat oder DOGS (TRANSFECTAM ; Dioc- 
tadecylamidoglycylspermin). Ein Beispiel fur die Herstellung von DNA- 
Liposomenkomplexen und deren erfolgreiche Anwendung in der Herz-spezifi- 

io schen Transfektion ist in der DE 44 11 402 beschrieben. 

Fur die gentherapeutische Anwendung der erfindungsgemaBen Nukleinsaure 
ist es auch von Vorteil, wenn der Teil der Nukleinsaure, der fur das 
Polypeptid kodiert, ein oder mehrere nicht-kodierende Sequenzen einschlieB- 

15 lich Intronsequenzen, vorzugsweise zwischen Promoter und dem Startcodon 
des Polypeptids, und/oder eine polyA-Sequenz, insbesondere die naturlich 
vorkommende polyA-Sequenz oder eine SV40 Virus polyA-Sequenz, vor 
allem am 3'-Ende des Gens enthalt, da hierdurch eine Stabilisierung der 
mRNA in der Herzmuskeizelle erreicht werden kann (Jackson, R. J. (1993) 

20 Cell 74, 9-14 und Paimiter, R. D. et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci, 
USA 88, 478-482). 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch das Polypeptid 
selbst mit einer Aminosauresequenz gemali Fig. 4 oder eine funktionelle 
25 Variance davon, und Teile davon mit mindestens 6 Aminosauren, vorzugs- 
weise mit mindestens 12 Aminosauren, insbesondere mit mindestens 15 
Aminosauren und vor allem mit mindestens 164 Aminosauren, ausgenommen 
ein Polypeptid mit der Sequenz: 



30 
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PTRNPTTVQPWSLQRCIKVNEHITNVNVESNFITGKGILAIMRALQ 

10 20 30 40 

HNTVLTELRFHNQRHIMGSQVEMEIV 

50 60 70 80 90 

5 

Das Polypeptid wird beispielsweise durch Expression der erfindungsgemafien 
Nukleinsaure in einem geeigneten Expressionssystem, wie oben bereits 
beschrieben, nach dem Fachmann allgemein bekannten Methoden hergestellt. 
Als Wirtszellen eignen sich beispielsweise die E. coli Stamme DH5, HB101 
10 oder BL21, der Hefestamm Saccharomyces cerevisiae, die Insektenzellinie 
Lepidopteran, z. B. von Spodoptera frugiperda, oder die tierischen Zellen 
COS. Vero, 293 und HeLa, die alle allgemein erhaltlich sind. 

Die genannten Teile des Polypeptids konnen auch mit Hilfe der klassischen 
is Synthese (Merrifield-Technik) synthetisiert werden. Sie eignen sich insbeson- 
dere zur Gewinnung von Antiseren, mit deren Hilfe geeignete Genexpres- 
sionsbanken durchsucht werden konnen, urn so zu weiteren funktionellen 
Variamen des erfindungsgemafien Polypeptids zu gelangen. 

20 Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfindung bezieht sich daher auch 
auf Antikorper, die mit dem Polypeptid mit einer Aminosauresequenz gemafi 
Fig. 4 oder eine funktionelle Variante davon, und Teile davon mit minde- 
stens 6 Aminosauren, vorzugsweise mit mindestens 12 Aminosauren, ins- 
besondere mit mindestens 15 Aminosauren und vor allem mit mindestens 

25 164 Aminosauren spezifisch reagieren, wobei die oben genannten Teile des 
Polypeptids entweder selbst immunogen sind oder durch Kopplung an ge- 
eignete Trager, wie z. B. bovines Serumalbumin, immunogen gemacht bzw. 
in ihrer Immunogenitat gesteigert werden konnen. 
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Die Antikorper sind entweder polyklonal oder monoklonal. Die Herstellung, 
die auch einen Gegenstand der vorliegenden Erfindung darstellt, erfolgt bei- 
spielsweise nach allgemein bekannten Methoden durch Immunisieren eines 
Saugetiers, beispielsweise eines Kaninchens, mit dem genannten Polypeptid 

5 oder den genannten Teilen davon gegebenenfalls in Anwesenheit von z. B. 
Freund's Adjuvant und/oder Aluminiumhydroxidgelen (siehe z. B. Diamond, 
B. A. et al. (1981) The New England Journal of Medicine, 1344-1349). Die 
im Tier aufgrund einer imiriunologischen Reaktion entstandenen polyklonalen 
Antikorper lassen sich anschliefiend nach allgemein bekannten Methoden 

10 leicht aus dem Blut isolieren und z. B. uber Saulenchromatographie reinigen. 
So konnte beispielsweise gegen ein Polypeptid mit den erfindungsgemafien 
Aminosauren 1-90 gemaB Fig. 4, das als Fusionsprotein in Bakterien ex- 
primien und iiber eine Affinitatschromatographie gereinigt wurde, ein poly- 
klonales Antiserum im Kaninchen erzeugt werden. Die erfindungsgemafien 

i5 Antikorper erkannten in Extrakten aus humanem Herzgewebe spezifisch das 
entsprechende Protein von ca. 80 kD. 

Monoklonale Antikorper konnen beispielsweise nach der bekannten Methode 
von Winter & Milstein (Winter, G. & Milstein, C. (1991) Nature, 349, 
20 293-299) hergestellt werden. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Arzneimittel, das 
eine Nukleinsaure kodierend fur ein Polypeptid mit einer Aminosauresequenz 
gemafl Fig. 4 oder eine funktionelle Variante davon und den oben genannten 

25 Teilen davon mit mindestens 8 Nukleotiden oder ein Polypeptid mit einer 
Aminosauresequenz gemaB Fig. 4 oder eine funktionelle Variante davon und 
den oben genannten Teilen davon mit mindestens 6 Aminosauren und 
gegebenenfalls geeignete Zusatz- oder HilfsstofFe enthalt und ein Verfahren 
zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Herzerkrankungen, 

30 insbesondere von Herzinsuffizienz, bei dem eine genannte Nukleinsaure oder 
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ein genanntes Polypeptid mit einem pharmazeutisch annehmbaren Trager 
formuiiert wird. 

Ein Beispiel fur die Verwendung von Nukleinsaurefragmenten als Therapeuti- 
5 kum ist die Verwendung von DNA-Fragmenten in Form von Antisense- 
Oligonukleotiden (Uhlmann, E. & Peyman, A. (1990) Chemical Reviews, 
90, 543-584, Nr. 4). 

Fur die gentherapeutische Anwendung beim Menschen ist vor allem ein 
10 Arzneimittel geeignet, das die genannte Nukleinsaure in nackter Form oder 
in Form eines der oben beschriebenen gentherapeutisch wirksamen Vektoren 
oder in mit Liposomen komplexierter Form enthalt. Der pharmazeutische 
Trager ist beispielsweise eine physiologische Pufferlosung, vorzugsweise mit 
einem pH von ca. 6,0-8,0, vorzugsweise von ca. 6,8-7,8, insbesondere von 
is ca. 7,4 und/oder einer Osmolaritat von ca. 200-400 milliosmol/Liter, 
vorzugsweise von ca. 290-310 milliosmol/Liter. Zusatzlich kann der pharma- 
zeutische Trager geeignete Stabilisatoren, wie z. B. Nukleaseinhibitoren, 
vorzugsweise Komplexbildner wie EDTA und/oder andere dem Fachmann 
bekannte Hilfsstoffe enthalten. 

20 

Die Verabreichung der genannten Nukleinsaure gegebenenfalls in Form der 
oben naher beschriebenen Virusvektoren oder als Liposomenkomplexe erfolgt 
iiblicherweise intravenos, z. B. mit Hilfe eines Katheters. Vorteilhaft ist 
beispielsweise die direkte Infusion der erfindungsgemaBen Nukleinsaure in die 
25 Koronararterien des Patienten (sog. "Percutaneous Coronary Gene Transfer", 
PCGT), insbesondere in Form von rekombinanten Adenovirusvektoren oder 
Adenoassoziierten Virusvektoren. Besonders bevorzugt ist die Verabreichung 
mit Hilfe eines Ballonkatheters, da hierdurch die Transfektion nicht nur auf 
das Herz, sondern auch innerhalb des Herzens auf die Injektionsstelle 
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begrenzt werden kann (siehe z. B. Feldman, L. J. et al. (1994) JACC 
235A, 906-934). 

Es ist auch moglich, das Polypeptid selbst intravenos oder mit Hilfe eines 
5 Katheters oder Ballonkatheters gegebenenfalls mit geeigneten Zusatz- oder 
Hilfsstoffen, wie z.B. physiologische Kochsalzlosung, Stabilisatoren, Protei- 
naseinhibitoren etc., zu verabreichen, um die Funktion des Herzens sofort 
und unmittelbar zu beeinflussen. 

10 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Diagnost- 
icum enthaltend eine Nukleinsaure, ein Polypeptid oder Antikorper gemaB der 
vorliegenden Erfindung und gegebenenfalls geeignete Zusatz- oder Hilfsstoffe 
und ein Verfahren zur Herstellung eines Diagnostikums zur Diagnose von 
Herzerkrankungen, insbesondere Herzinsuffizienz, bei dem eine Nukleinsaure, 

15 ein Polypeptid oder Antikorper gemaB der vorliegenden Erfindung mit 
geeigneten Zusatz- oder Hilfsstoffe versetzt wird. 

Beispielsweise konnen gemaB der vorliegenden Erfindung anhand der genann- 
ten Nukleinsaure ein Diagnostikum auf der Basis der Polymerasekettenreak- 

20 tion (PCR-Diagnostik, z. B. gemaB EP-0 200 362) oder eines Northern- 
Blots, wie in Beispiel 3 unter Verwendung des erfindungsgemaBen 321 bp 
DNA-Fragmentes als Sonde naher dargestellt, hergestellt werden. Diese Tests 
beruhen auf der spezifischen Hybridisierung der genannten Nukleinsauren mit 
dem komplementaren Gegenstrang iiblicherweise der entsprechenden mRNA. 

25 Die Nukleinsaure kann hierbei auch modifiziert sein, wie z. B. in EP 0 063 
879 beschrieben. Vorzugsweise wird ein DNA-Fragment, insbesondere das 
in Beispiel 1 beschriebene DNA-Fragment mittels geeigneter Reagenzien, z. 
B. radioaktiv mit a-P 32 -dCTP oder nicht-radioaktiv mit Biotin, nach all- 
gemein bekannten Methoden markiert und mit isoliener RNA, die vorzugs- 

30 weise vorher an geeignete Membranen aus z. B. Cellulose oder Nylon 
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gebunden wurde, inkubiert. Zudem ist es vorteilhaft, die isolierte RNA vor 
der Hybridisierung und Bindung an eine Membran der GroBe nach, z. B. 
mittels Agarose-Gelelektrophorese, aufzutrennen. Bei gleicher Menge an 
untersuchter RNA aus jeder Gewebeprobe kann somit die Menge an mRNA 
5 bestimmt werden, die spezifisch durch die Sonde markiert wurde. 

Mit Hilfe des erfindungsgemafien Diagnostikums kann somit auch eine 
Gewebeprobe des Herzens in vitro auf die Expressionsstarke des korrespon- 
dierenden Gens spezifisch gemessen werden, um eine mogliche Herzinsuffi- 
10 zienz sicher diagnostizieren zu konnen (siehe Beispiel 1). Insbesondere eignet 
sich eine cDNA mit einer Sequenz gemaB Fig. 1 fur die Diagnose einer 
moglichen Herzinsuffizienz (siehe Beispiel 2). 

Ein weiteres Diagnostikum enthalt das Polypeptid gemaB der vorliegenden 
15 Erfindung bzw. die oben naher beschriebenen immunogenen Teile davon. 
Das Polypeptid bzw. die Teile davon, die vorzugsweise an eine Festphase, 
z. B. aus Nitrocellulose oder Nylon, gebunden sind, konnen beispielsweise 
mit der zu untersuchenden Korperfliissigkeit, z. B. Blut, in vitro in Beriih- 
rung gebracht werden, um so beispielsweise mit Autoimmunantikorper 
20 reagieren zu konnen. Der Antikorper-Peptid-Komplex kann anschlieBend 
beispielsweise anhand markierter Antihuman-IgG- oder Antihuman-IgM-Anti- 
korper nachgewiesen werden. Bei der Markierung handelt es sich beispiels- 
weie um ein Enzym, wie Peroxidase, das eine Farbreaktion katalysiert. Die 
Anwesenheit und die Menge an anwesenden Autoimmunantikorper kann somit 
25 uber die Farbreaktion leicht und schnell nachgewiesen werden. 

Ein anderes Diagnostikum enthalt die erfindungsgemafien Antikorper selbst. 
Mit Hilfe dieser Antikorper kann beispielsweise eine Gewebeprobe des 
Herzens leicht und schnell dahingehend untersucht werden, ob das betreffen- 
30 de Polypeptid in einer erhohten Menge vorhanden ist, um dadurch einen 
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Hinweis auf eine mogliche Herzinsuffizienz zu erhalten. In diesem Fall sind 
die erfindungsgemafien Antikorper beispielsweise mit einem Enzym, wie oben 
bereits beschrieben, markiert. Der spezifische Antikorper-Peptid-Komplex 
kann dadurch leicht und ebenso schnell iiber eine enzymatische Farbreaktion 
5 nachgewiesen werden. 

Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft einen Test zur 
Identifizierung funktioneller Interaktoren enthaltend eine erfindungsgemafie 
Nukleinsaure kodierend fur ein Polypeptid mit einer Aminosauresequenz 

10 gemafi Fig. 4 oder eine funktionelle Variante davon und den oben genannten 
Teilen davon mit mindestens 8 Nukleotiden, ein Polypeptid mit einer Ami- 
nosauresequenz gemafi Fig. 4 oder eine funktionelle Variante davon, und 
den oben genannten Teilen davon mit mindestens 6 Aminosauren oder die 
erfindungsgemafien Antikorper und gegebenenfalls geeignete Zusatz- oder 

is Hilfsstoffe. 

Ein geeigneter Test zur Identifizierung funktioneller Interaktoren ist z. B. 
das sogenannte "Two-Hybrid-System" (Fields, S. & Sternglanz, R. (1994) 
Trends in Genetics, 10, 286-292). 

20 

Bei diesem Test wird eine Zelle, beispielsweise eine Hefezelle, mit einem 
oder mehreren Expressionsvektoren transformiert oder transfiziert, die ein 
Fusionsprotein exprimieren, das ein Polypeptid gemafi der vorliegenden 
Erfindung und eine DNA-Bindedomane eines bekannten Proteins, beispiels- 

25 weise von Gal4 oder LexA aus E. coli, enthalt, und/oder ein Fusionsprotein 
exprimiert, das ein unbekanntes Polypeptid und eine Transkriptions-Aktivie- 
rungsdomane, beispielsweise von Gal4, Herpes Virus VP16 oder B42, 
enthalt. Zudem enthalt die Zelle ein Reportergen, beispielsweise das lacZ- 
Gen aus E. coli, "green fluorescence protein" oder die Aminosaure-Biosyn- 

30 thesegene der Hefe His3 oder Leu2, das durch regulatorische Sequenzen, 
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wie z. B. den lexA-Promotor/Operator oder durch eine sogenannte "upstream 
activation sequence" (UAS) der Hefe, kontrolliert wird. Das unbekannte 
Polypeptid wird beispielsweise durch ein DNA-Fragment kodiert, das aus 
einer Genbank, beispielsweise aus einer Herzgewebe-spezifischen Genbank 
5 des Menschen, stammt. Ublicherweise wird gleich eine cDNA-Genbank mit 
Hilfe der beschriebenen Expressionsvektoren in Hefe hergestellt, so dafi der 
Test unmittelbar danach durchgefuhrt werden kann. 

Beispielsweise wird in einen Hefe-Expressionsvektor eine Nukleinsaure gemafi 

10 der vorliegenden Erfindung in funktioneiler Einheit an die Nukleinsaure 
kodierend fur die LexA-DNA-Bindedomane kloniert, so dafi ein Fusions- 
protein aus dem erfindungsgemafien Polypeptid und der LexA-DNA-Bindedo- 
mane in der transformierten Hefe exprimiert wird. In einem anderen Hefe- 
Expressionsvektor werden cDNA-Fragmente aus einer cDNA-Genbank in 

is funktioneiler Einheit an die Nukleinsaure kodierend fur die Gal4-Transkrip- 
tions-Aktivierungsdomane kloniert, so dafi ein Fusionsprotein aus einem 
unbekannten Polypeptid und der GaI4-Transkriptions-Aktivierungsdomane in 
der transformierten Hefe exprimiert wird. Die mit beiden Expressionsvekto- 
ren transformierte Hefe, die beispielsweise Leu2" ist, enthalt zusatzlich eine 

20 Nukleinsaure, die fur Leu2 kodiert, und durch den LexA-Promotor/Operator 
kontrolliert wird. Im Falle einer funktionellen Interaktion zwischen dem 
erfindungsgemafien Polypeptid und dem unbekannten Polypeptid bindet die 
Gal4-Transkriptions-Aktivierungsdomane iiber die LexA-DNA-Bindedomane an 
den LexA-Promotor/Operator, wodurch dieser aktiviert und das Leu2-Gen 

25 exprimiert wird. Dies hat zur Folge, dafi die Leu2" Hefe auf Minimalmedi- 
um, das kein Leucin enthalt, wachsen kann. 

Bei Verwendung des lacZ bzw, "green fluorescense protein"-Reportergens 
anstelle eines Aminosaure-Biosynthesegens kann die Aktivierung der Trans- 
30 kription dadurch nachgewiesen werden, dafi sich blaue bzw. griin-fluoreszie- 
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rende Kolonien bilden. Die Blau- bzw. Fluoreszenzfarbung laBt sich auch 
leicht im Spektrophotometer z. B. bei 585 nm im Falle einer Blaufarbung 
quantifizieren. 

5 Auf diese Weise konnen Expressionsgenbanken leicht und schnell auf Poly- 
peptide durchsucht werden, die mit einem Polypeptid gemaB der vorliegen- 
den Erfindung interagieren. Anschliefiend konnen die gefundenen neuen 
Polypeptide isoliert und weiter charakterisiert werden. 

10 Eine weitere Anwendungsmoglichkeit des ''Two-Hybrid Systems' 1 ist die 
Beeinflussung der Interaktion zwischen einem Polypeptid gemaB der vor- 
liegenden Erfindung und einem bekannten oder unbekannten Polypeptid durch 
weitere Substanzen, wie z. B. chemische Verbindungen. Auf diese Weise 
lassen sich auch leicht neue und wertvolle, chemisch synthetisierbare Wirk- 

15 stoffe auffinden, die als Therapeutikum zur Behandlung einer Herzerkrankung 
eingesetzt werden konnen. Die vorliegende Erfindung ist daher nicht nur auf 
ein Verfahren zum Auffinden von Polypeptid-artigen Interaktoren beschrankt, 
sondern erstreckt sich auch auf ein Verfahren zum Auffinden von Substan- 
zen, die mit dem oben beschriebenen Protein-Protein-Komplex interagieren 

20 konnen. Derartige Polypeptid-artige, wie auch chemische Interaktoren werden 
daher im Sinne der vorliegenden Erfindung als funktionelle Interaktoren 
bezeichnet. 

Der uberraschende Vorteil der vorliegenden Erfindung ist somit, dali mit 
25 Hilfe der erfindungsgemalkn Gegenstande Herzerkrankungen, insbesondere 
die Herzinsuffizienz, spezifisch und sicher diagnostiziert und therapiert 
werden konnen. Es ergeben sich jedoch auch weitere wertvolle therapeutische 
und diagnostische Moglichkeiten. Beispielsweise sind die mit den beschriebe- 
nen Testverfahren leicht aufzuspiirenden funktionelle Interaktoren deshalb so 
30 vorteilhaft, weil mit deren Hilfe in Form von geeigneten Arzneimitteln die 
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Aktivitat des erfindungsgemafien Polypeptids in seiner natiirlichen Umgebung 
im Herzmuskel und somit auch die Kontraktionsfahigkeit der Herzmuskelzel- 
len gezielt beeinflufit werden kann, insbesondere da die Aktivitat dieses 
Polypeptids, wie oben bereits naher beschrieben, reguliert werden kann. 

5 

Die nachfolgenden Abbildungen und Beispiele sollen die Erfindung naher 
erlautern ohne sie zu beschranken. 

to 

Beschreibung der Abbildungen 

Fig. 1 zeigt eine 1936 Nukleotide-lange herzspezifische DNA-Sequenz. Der 
Bereich, der fur das entsprechende Polypeptid kodiert, ist in Fettdruck 
is dargestellt. Das DNA-Fragment aus Beispiel 1 ist unterstrichen. 

Fig. 2 zeigt eine 2080 Nukleotide-lange herzspezifische DNA-Sequenz, die 
eine Yerlangerung am S'-Ende der DNA-Sequenz aus Fig. 1 aufweist. Der 
Bereich. der fur das entsprechende Polypeptid kodiert, ist wiederum in 
20 Fettdruck dargestellt. 

Fig. 3 zeigt eine 2268 Nukleotide-lange herzspezifische DNA-Sequenz, die 
eine Yerlangerung am 5'-Ende der DNA-Sequenz aus Fig. 1 bzw. Fig. 2 
aufweist. Der Bereich, der fur das entsprechende Polypeptid kodiert, ist 
25 ebenso in Fettdruck dargestellt. 

Fig. 4 zeigt eine 552 Aminosauren-lange Polypeptid-Sequenz, die von einer 
der DNA-Sequenzen gemaB Fig. 1-3 kodiert wird. Die zu humanem Tropo- 
modulin homologen Bereiche sind in Fettdruck dargestellt. Die Sequenzmoti- 
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fe, die auf eine Regulation des Polypeptides durch Tyrosinkinase-Signaltrans- 
duktionswege hinweisen, sind unterstrichen. 

Fig. 5a und 5b zeigen Northern-Blots von mRNAs, die zu den Nukleinsau- 
5 resequenzen gemaU Fig. 1-3 korrespondieren, zum Nachweis der Expression 
in verschiedenen menschlichen Geweben (Fig. 5a) und zum Nachweis der 
Expression in gesundem und insuffizientem menschlichen Herzgewebe (Fig. 
5b). 

10 

Beispiele 

1. Isolierung eines DNA-Fragments aus humanem insuffizientem Herz- 
15 gewebe 

Aus einer gesunden und einer insuffizienten Herzgewebe-Probe wurde zu- 
nachst durch Standardmethoden (Chomczynski & Sacchi (1987), Anal. 
Biochem, 162 (1), 156-159) Gesamt-RNA isoliert. Die RNA wurde dann mit 

20 DNAse behandelt, um DNA-Kontaminationen zu entfernen. Ein Aliquot 
dieser RNA (0,2 ^g) wurde dann in einem 20 jd-Reaktionsmix mit 1 x RT- 
Puffer (Gibco Y00121), 10 mM DTT, 20 fiM dNTP-Mix, IWfd RNAsin 
(Promega N2511), 1 /xM 3 '-Anker-Primergemisch vom Typ 5'-T 12 ACN-3\ 
wobei N ein beliebiges desoxy-Nukleotid sein kann und 10U/^1 Superscript 

25 RNAse H* reverser Transkriptase 60 min bei 37 °C inkubiert und somit in 
cDNA umgeschrieben. Ein cDNA-Aliquot wurde anschliefiend einer 20 /xl- 
PCR-Reaktion in lx PCR-Puffer (Perkin-Elmer) unterworfen, die neben l^tM 
3 '-Primer T 12 AC und 1/xM 5 -Dekamer-Primer (5 -CCTTCTACCC-3 '), 10 
^xCi a-P 33 -dCTP, 2/xM dNTP-Mix und 1 U AmpliTaq (Perkin Elmer) 

30 enthalt. Das Gemisch wurde zunachst 1 min bei 94°C, dann 40 Zyklen mit 
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jeweils 30 s 94°C, 2 min 40°C und 30 s 72°C und abschlieflend 10 min 
bei 72°C inkubiert. Das entstehende DNA-Fragment-Gemisch wurde dann auf 
einem 6%igen Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und autoradiographiert. Es wird 
so ein 321 bp grofies DNA-Fragment dargestellt, welches nicht in der 

5 Gesundherzprobe, jedoch deutlich in der insuffizienten Herzprobe vorhanden 
ist. Dieses Fragment wurde dann anhand des Rontgenfilmes aus dem Gel 
ausgeschnitten und mittels PCR unter den bereits beschriebenen Bedingungen 
reamplifiziert. Das erhaltene Fragment wurde dann in einen entsprechenden 
Vektor kloniert, und die DNA-Sequenz wurde bestimmt. Ein derartig darge- 

10 stelltes Fragment enthalt die Nukleotide 1627-1936 der Sequenz gemaB 
Anspruch 1 und die 12 Thymin-Nukleotide aus dem 3' -Anker-Primer. 

2. Isolierung von herzspezifischen Nukleinsauren 

15 

Mit Hilfe eines a-P 32 -dCTP markierten DNA-Fragmentes aus Beispiel 1, das 
die Nukleotide von Position 1627-1936 nach Fig. 1 umfaiit, wurde eine 
Plaquehybridisierung mit einer cDNA-Genbank aus Herzgewebe nach Stan- 
dardbedingungen durchgefuhrt (siehe Sambrook, J., Frisch, E. F. & Mania- 

20 tis, T. (1989) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Kap. 8-10). An- 
schlieBend wurden die gefundenen cDNAs isoliert und sequenziert. Die 
Sequenzen sind in Fig. 1-3 dargestellt. Hierbei zeigte sich, daB sich die 
cDNA mit der Sequenz gemaB Fig. 1 mit groBerer Wahrscheinlichkeit aus 
insuffizientem Herzgewebe isolieren lieB als die cDNA mit der Sequenz 

25 gemaB Fig. 2 oder 3, welche sich mit grofierer Wahrscheinlichkeit aus 
gesundem Herzgewebe isolieren lieB. 

3. Nachweis der Expressionsstarke des herzspezifischen Gens in ver- 
30 schiedenen menschlichen Geweben anhand von Northern Blots. 
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Das bereits in den Beispielen 1 und 2 und Fig. 1 beschriebene 321 bp 
groBe DNA-Fragment wurde zunachst mit a-P 32 -dCTP mittels der "random 
primer labeling "-Methode (Feinberg, A. P. & Vogelstein, B. (1983) Anal. 
Biochem., 132, 6) radioaktiv markiert. Hierzu wurde das RTS RadPrime 
5 DNA Labeling System (GibcoBRL 10387-017) verwendet. Die Hybridisierung 
von Blots mit poly A + -RNA aus menschlichen Geweben (siehe Fig. 5a und 
5b) fand nach Herstellerangaben (Multiple Tissue Northern Blots I & II, 
Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg, #7760-1, #7759-1) in ExpressHyb 
Hybridisierungslosung (Clontech #8015-1) 1 Stunde bei 68 °C statt. Die 

10 Blots wurden anschlieBend 30 Minuten mit 2 x SSC und 0,05% SDS und 
danach 1 Stunde mit 0,1 x SSC und 0,1% SDS gewaschen und autoradio- 
graphiert. Es zeigte sich, daB die 321 bp groBe Sonde mit einer polyA + - 
RNA von ca. 2400 bp stark in Herzgewebe und Skelettmuskel, sehr 
schwach in Prostatagewebe und nicht in Leukozyten, Dickdarm-, Diinndarm-, 

15 Eierstock-, Hoden-, Thymus-, Milz-, Niere-, Leber-, Lunge-, Plazenta- und 
Gehirngewebe hybridisiert (Fig. 5a). 

Weiterhin wurde die Expression der entsprechenden RNAs in gesundem und 
insuffizientem Herzgewebe untersucht. Hierzu wurde aus verschiedenen 

20 menschlichen Herzgewebeproben Gesamt-RNA isoliert (Chomczynski & 
Sacchi (1987), Anal. Biochem. 162, 156-159). AnschlieBend wurden jeweils 
10 fig RNA mittels eines l%igen Formaldehyd-Agarose Gels aufgetrennt und 
im Kapillarverfahren auf eine geladene Nylon-Membran transferiert (Zeta- 
Probe GT BioRad #162-0197). Die Membran wurde kurz mit 2 x SSC 

25 gewaschen und dann bei 80 °C 30 Minuten gebacken. Die Membranen 
wurden mindestens 1 Stunde mit Prahybridisierlosung (0,5 M Na 2 HP0 4 , pH 
7,2; 7% SDS) bei 65 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung gegen 
eine frische Losung ausgetauscht und die radioaktive, hitzedenaturierte Sonde 
hinzugegeben. Die Hybridisierung wurde 15 Stunden bei 65 °C durchgefuhrt. 

30 AnschlieBend wurden die Membranen zunachst 15 Stunden bei 65 °C mit 40 
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mM Na 2 HP0 4 , pH 7,2; 5% SDS, dann 2 x 30 Minuten bei 65 °C mit 40 
mM Na 2 HP0 4 , pH 7,2; 1% SDS gewaschen und anschliefiend autoradiogra- 
phiert. Es zeigte sich, dafl in l%igen Agarose-Gelen verschiedene RNA- 
Spezien aufgetrennt wurden, die cine GroBe von ca. 2200 bis ca. 2400 bp 

5 aufwiesen. Diese unterschiedlichen Spezien korrespondieren gut mit den 
GroBen der drei geftindenen cDNAs inklusive eines durchschnittlichen polyA- 
Schwanzes von 150 bp Lange (siehe Fig. 1-3). Insbesondere die kleinste 
RNA-Spezie war im erkrankten Gewebe deutlicher nachzuweisen als im 
gesunden Gewebe. Die Quantifizierung der Blots mittels Phosphoimagers und 

10 der ImageQuant Software (Molecular Dynamics GmbH, Krefeld) unter 
Beriicksichtigung einer Kontrollhybridisierung mit 134-Thymosin und Aktin 
ergab eine um ungefahr 35% erhohte Expression der nachgewiesenen RNAs 
in insufRzientem Herzgewebe im Vergleich zum gesunden Gewebe. 

15 



WO 98/56907 



- 27 - 



PCT/EP98/03584 



SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) AN M ELDER: 

(A) NAME: MediGene Aktiengesellschaft 

(B) STRASSE: Lochhamer Str. 11 

(C) ORT: 82152 Martinsried 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: D-82152 

(G) TELEFON: 089-89 56 32 0 

(H) TELEFAX: 089-89 56 32 20 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Herzspezifische Nukleinsaeure, ihre 
Herstellung und Verwendung 

(in) ANZAHL DER SEQUENZEN: 5 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Word Perfect 3.1 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO. 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1936 Basenpaare 

(B) ART: Nucleoiid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

Ui) ART DES MOLEKULS: cDNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(F) GEWEBETYP: Herzgewebe 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 



CAGCCTGCCA 


CTTGCCTCCC 


TGCCTGCTTC 


TGGCTGCCTT 


GAATGCCTGG 


TCCTTCAAGC 


60 


TCCTTCTGGG 


TCTGACAAAG 


CAGGGACCAT 


GTCTACCTTT 


GGCTACCGAA 


GAGGACTCAG 


120 


TAAATACGAA 


TCCATCGACG 


AGGATGAACT 


CCTCGCCTCC 


CTGTCAGCCG 


AGGAG CTGAA 


180 


GGAGCTAGAG 


AGAGAGTTGG 


AAGACATTGA 


ACCTGACCGC 


AACCTTCCCG 


TGGGGCTAAG 


240 


GCAAAAGAGC 


CTGACAGAGA 


AAACCCCCAC 


AGGGACATTC 


AGCAGAGAGG 


CACTGATGGC 


300 


CTATTGGGAA 


AAGGAGTCCC 


AAAAACTCTT 


GGAGAAGGAG 


AGGCTGGGGG 


AATGTG GAAA 


360 


GGTTGCAGAA 


GACAAAGAGG 


AAAGTGAAGA 


AGAGCTTATC 


TTTACTGAAA 


GTAACAGTGA 


42 0 


GGTTTCTGAG 


GAAGTGTATA 


CAGAGGAGGA 


GGAGGAGGAG 


TCCCAGGAGG 


AAGAGGAGGA 


480 


AGAAGACAGT 


GACGAAGAGG 


AAAGAACAAT 


TGAAACTGCA 


AAAGGGATTA 


ATGGAACTGT 


540 
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Tv A A tt n Tn TA t* 


Tv P^Tf'TP*' t\ TV TT 


f % *T*(~' TV f* TV TV /"•T^"* 


X. i-li-*>v. 1 


TTdrfS TV TT' 
1 iuALLAAXu 


vjI_AvjL.AA1 Vjvj 


v— \_ V_ X 1 U X \JVJV-V» 




Tf! ?A TTP 7A (?T TV. 




PITA TA /"TPTi 7A TT 


TP* 7A TV /""TV Tv P"*TV T 
1 bAALAALA i 


LH 1 vjv— X vjAA 




Tv /"■" TV TV P^TV PTPT 1 

At- AAv-At- lul 


Tp^p^p^P" t\ pf* o 


AGTGCAGCCA 


TGGCCATTGC 


vj X AAAv., 


PTPPAPTPP1\ 


Ti PTTPTi TTV TV P* 

ALI lWAlAAv. 


Cv-A^jL-Av. 


T\ tv tv r*r* /~»<t»/~i « 
AACALGGTGC 


TCACGGAGC T 




P"* TV TV 7\ T/T*" TV O 7V 

bAAA X CjljAtjA 


TTPT^Ti TV r**T* 

1 1 tj 1 \_AAvj5_ i 


car* Tv tt\ r—r^7\ t 


T x TGAACTCC 


***«TV/^^*»TV/^/^TV Tl /""♦ 

CAGGAC CAAG 


T TV TP^P" TV T T\ TV T\ 

1 A 1 *jVj A 1 AAA 


P , 7VP* , TvP"*P" , P"*7\T\ ?V 

v-A\jAvjvjU.AAA 


AACGTTTGCA 


TV PT"' TV. 7\ T" 


r»TT TV f~* c~* Tv /~i TV 

(_ TT AG G AC C A 


AAGTCTGGCA 


TV TP*' 1 ' f> f TV r* 


CACTCACCCT 


GGTCATCCCC 


/■•TV j-mf^ff **i*r*t "P 

GAGCC jTCCT 


CTGTCTCCTG 


TGGCCACACT 


C-C-CTtT wT * CT 


TClCAAAGGC 


TGCCACCAC C 


bAAAAAbL I L- 


Tl T^fT^ * TV ^ Tl TV 

A x T ACCAGAA 


TV TV * Y *M '/"^ TV ^* TV 

ACATTG C AG A 


P**P"* "~* 7\ TTTA f* TV TV 


TV TV H" 1 /'"' Tl /-» TV TV TV 

AATGvjACAAA 


TV TV TV TV /^TV TV TV TV TV 

aaaagaaaaa 


T T\ TT^TTV **\ Tip 

I A rTCTAAAG 


/"*• "V Tl Tl *T» Tl TV TV * TV 

GAAATAAAAA 


ATTCTCTGAG 


TTCCCGACCT 


TCTACCCCAC 


AG AG ATCAG C 


AAGCAGCATA 


AAACAGCTAA 


AGCGGGTGGA 


TCTTTAGAAG 


AGGATGCAGA 


ACTGTTCAGT 


TCTAAAATAC 


CTTCTTCAAT 


T C AAAATG AT 


ATTCCAAAGA 


GAATCTTAAG 


AAACAATCAG 


TTCTT TTTTA 


TGTCGT 





(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2080 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: JA 



TA ?V/"" , f""*r**Ti TV TV P* 

1 AAu L. LAAAb 


TV T 7V TTT 7\ 7\ tv tv 

AIAI 1 1AAAA 


^ ^Hr* T\ TV TV *T* TV TV 

tj T t-AAATAG A 


600 


r , TV/^"/~'TV TvP'TvP^TV 

bAbbAALALA 


r+ jvp'*T*f* , /*^r* > P , T\P^ 
IjAWa I LtLLAb 


LTbCCATTCA 


660 


v— vjL_ 1 1 IbbAv- 


Tv TV.P1 7ATTTA Tv A TV 
J\+\\3r\.X 1AAAA 


PTiP'TA 74 TP TV rT*f* 
VJV- AA 1 bAv, C,C_ 


720 


TV P' Tv SP7ATP 


TV^Tv TVP*TvP , TV/™'TV 

ALAAv-AUAbA 


C L CTTACCCG 


780 


P* 1 PTP TV TV P* TV P'P^ 


TTCAGTCTGG 


r*OTi TV ^TTV ^*^^Tv 

CCAACACG CA 


840 


TV P' TV P* TV TP* r»TP 

AbAGATG CTC 


TV TV TV f~* f~* TV TV *T*r* 

AAAGCCAATG 


AG CAC ATCAC 


900 


r~> r*> ri tv Tv Tv r*rr*f* 

GGGAAAGbGG 


ATCCTGGCCA 


T C ATG AG AGC 


960 


G CGTTT C CAT 


TV TV ^<^TV /"* TV #^ 

AACCAGAGGC 


ACATCATGGG 


1020 


G CTGAAGG AG 


TV TV /*^» TV /~* TV nnr* 

AACACGAC G C 


TGCTGAGGCT 


1080 


Ti tv rr^/ - « Tv ^**^*tTV rr*^ 

AATGAGCATG 


ACG AG CATTT 


TGACAAGAAA 


1140 


f* f TV ^« ^tTV *A TV TV TV 

GGAGCAAAAA 


TV /"V^ TV ^^/**J TV 

C AG C AGG AGG 


GATACGATGG 


1200 


AAGAGGAACA 


CCTAGCTCTT 


CACCTTATGT 


1260 


AAAACTCCCC 


AAAAAAGTCC 


AGACTGTGAG 


1320 


TCCTCCTCCT 


CCCCCTCCTC 


CTCCTCCTCC 


1380 


TCCTCCTCCT 


CCCCCTCCTC 


CACTCCCAGA 


1440 


AG T CATCAAA 


CAACAGGAGA 


GTGCCCAACG 


1500 


AGG GAAAAAG 


GTCAAGAAAC 


AG CCAAACAG 


1560 


GTCAGTGCAA 


GAGAAGAAAA 


TGGAAGACAG 


1620 


TCATGAGAAT 


CTCATGGAAG 


CAATTCGGGG 


1680 


AGTTCCAGAA 


GCCCTGCGAT 


GGGAACATGA 


1740 


GGTATTACAT 


GAAATGCATT 


GTGAGATGTT 


1800 


CCCTGACTTT 


AAAAATAATC 


TCACCCATTA 


1860 


CATGTTTCTT 


CTGTAAATAT 


GAAAATAAAT 


1920 



1936 



(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(F) GEWEBETYP: Herzgewebe 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 



CAGCCTGCCA 


CTTGCCTCCC 


TGCCTGCTTC 


luuLloLtl 1 


p n ta tp p rTnn 


Teen* c 71 71 n r* 




TCCTTCTGGG 


T CTG AC AAAG 


CAGGGACCAT 


P^ T 1 P*^P TV f * r " j " j -» ■ ■ 

G1L1 ALU 111 


pp pt ta rrn ta ta 


f3 71 n CZ 7i PTf 71 n 




TAAATACGAA 


TCCATCGACG 


ji /—•/-» TV TV TV t •»?' 

AGGATGAAC1 


GG ItuCL 1 LL 


pT ft «T* p TV P2 f p 


nrzcz'&rzr'Tcz'h. 71 

nOunuL lunn 


X O \J 


GGAG CTAG AG 


AGAGAGTTGG 


AAGACATTGA 


7* p*r»p rv p ppj P 
ALU 1 0ALL0L 


>inV»W 1 X V.V.V.O 


X OOOOV. X nnO 




G CAAAAG AG C 


CTGACAGAGA 


tv tv t\ r*r*r*r*c*Yi. 
AAAG G G G LAG 




JWj Lnu M,OnO O 


P 2V HTCZ 71 T*ftf2 P 
wiU X On X uuL 


"inn 

O U v 


CTATTGGGAA 


AAGGAGTC C C 


AAAAACTCTT 




AOOV- 1 OOOOO 


71 7a TCZTCiCZ 71 71 71 


o o v 


GGTTGCAGAA 


GACAAAGAGG 


AAAGTGAAGA 


TV TV " pT TV T^/^ 

AoAbt 1 1 Al V. 


111 AV~ 1 0 AAA 


P T 71 71 C* 7A P.TP 7a 


A 1 ft 
rfc <^ u 


GGTTTCTGAG 


GAAGTGTATA 


CAGAGGAGGA 


GGAGGAGGAG 


T C C C AG GAGG 


AAoAGGAGGA 


4 O U 


AGAAGACAGT 


GACGAAGAGG 


AAAGAACAAT 


TGAAAl TG ca 


n Tv Tv r*r*r* t\ tt 7\ 
AAAoooAl 1A 


a Trr a a ptpt 


J *4 vj 


AAATTATGAT 


AGTGTCAATT 


CTGACAACTC 


TAAGC C AAAG 


TV T'TV T^T'^TV TV A TV 

ATATTTAAAA 


G 1 GAAA1 AGA 


^ ft ft 
O LI U 


GAACATAAAT 


TTGACCAATG 


GCAGCAATGG 


GAGGAACACA 


GAGTCCCCAG 


G1GV-V-A1 1GA 


^ ft 
O O U 


CCCTTGTGGA 


AATCCTACAG 


TGATTGAGGA 


CG CTTTGG AC 


AAGATTAAAA 


GLAA1GALLL 


"7 *? ft 


TGACACCACA 


GAAGTCAATT 


TGAACAACAT 


TGAGAACATC 


TV /~> T\ Tv f~* TV TV TV 

ACAACACAGA 


Gv-t-1 1AGGGG 


*7 ft ft 


CTTTGCTGAA 


GCCCTCAAGG 


ACAACACTGT 


GGTGAAGACG 


TTCAGTCTGG 


i^*/ - * TV TV TV cr* TV 

GGAAG AGG LA 


ft il ft 


TGCCGACGAC 


AGTGCAGCCA 


TGGCCATTGC 


AGAG ATG CTC 


TV TV TV ^ T\ A ^P/^ 

AAAG C CAATG 


T\ O TV r» Tv T* ^ 7A 

AGG AG A 1 GAG 


q ft n 

_? \J V/ 


CAACGTAAAC 


GTCGAGTCCA 


ACTTCATAAC 


GGGAAAGGGG 


Tv *T , ^^^^**^?™ , ^™ , TV 

Al CO- IboLLH 


f P 7A *m 7A n 71 CZ P 
1 LA X oAOAoL 


96 0 


TCTCCAGCAC 


AACACGGTGC 


TCACGGAGCT 


GCGTTTC CAT 


AAV- LAlxAovj v_ 


71 P TA TP 7A TfZfZCZ 


1020 


CAGCCAGGTG 


GAAATGGAGA 


TTGTCAAGCT 


G CTG AAG GAG 


t Tvr*A c t\ r* r* 


tpptptapp.pt 

1 O L X OnuO X 


1080 


GGGAT AC CAT 


TTTGAACTCC 


C AGG A C C AAG 


AATGAGCATIj 


rtLunbvnl 1 1 


TP 71 P7A 71 CZ 71 71 71 
X unwinUnnn 


114 0 


TATGGATAAA 


CAGAGGCAAA 


AACGTTTGCA 


GGAGLAAAAA 


L. AG LAbuAu o 


p ta t a 71 n 

ort. x nLvjrti oo 


12 00 


AGGACCCAAT 


CTT AGG AC C A 


AAGTCTGGCA 


T\ ""V z' - "' TV i*"* /-» ■»> T\ P^ TV 

AAGAGGrtACA 


V,L- 1 AGV- 1 V- 1 1 


P 71 P PTT 7A TP. T 


126 0 


ATCTCCCAGG 


CACTCACCCT 


GGTCATCC CC 


AAAACTCCCC 


7\ TV TV TV TV TV /^T*^^ 

AAAAAAGTCC 


AGAG 1 o 1 GAG 


T "5 O ft 


GAGCCGTCCT 


CTGTCTCCTG 


TGGCCACACT 


TCCTCCTCCT 


CCCCCTCC 1 v- 


GlGGlLv_l LL 


T ft ft 


CCCTCCTTCT 


TCCCAAAGGC 


TGCCACCACC 


TCCTCCTCCT 


CCCCCTCCTC 


/-•TV /""Tr^PTi P*Tv 

GAG 1 GwGAGA 


t a a n 


GAAAAAGCTC 


ATTACCAGAA 


ACATTGCAGA 


AGT C AT CAAA 


CAACAGGAGA 


G 1GGGGAAGG 


t c n ft 


GGCATTACAA 


AATGGACAAA 


AAAAGAAAAA 


AGGGAAAAAG 


GT CAAGAAAC 


TV/^r^P^TVTi TvP^TiP* 

AG G L AAAG AG 


1 ft 


TATTCTAAAG 


GAAATAAAAA 


ATTCTCTGAG 


GTCAGTGCAA 


r-»7\/>-»T\T\/^TVTvT\ A 

GAGAAGAAAA 


fppp TV 7V P' 7\ P' TV P" 

1 GGAAGAGAG 


icon 


TTCCCGACCT 


TCTACCCCAC 


AGAGATCAGC 


m » rn^« TV t\ ta tt* 

T C ATG AG AAT 


V . 1 LAX GGAAG 


p tv tv TTPPP2PP 
LAA1 1 Loooo 


1680 


AAGCAGCATA 


AAACAGCTAA 


AGCGGGTGGA 


AGTTCCAGAA 


GCCCTGCGAT 


GGGAACATGA 


1740 


TCTTTAGAAG 


AGGATGCAGA 


ACTGTTCAGT 


GGTATTACAT 


GAAATGCATT 


GTGAGATGTT 


1800 


TCTAAAATAC 


CTTCTTCAAT 


T C AAAATG AT 


CCCTGACTTT 


AAAAATAATC 


TCACCCATTA 


1860 


ATTCCAAAGA 


GAATCTTAAG 


AAACAATCAG 


CATGTTTCTT 


CTGTAAATAT 


GAAAATAAAT 


1920 


TTCTTTTTTA 


TGTCGTGAGA 


TTTGTATTGG 


CAAGAAGCAG 


TTAATTTAAA 


G ATG CTCTTC 


1980 


CTATCTGTGG 


ATGTGTTGGT 


AACTCCGAGT 


TGTAATGAGT 


TCATGAAATG 


TGCTGTTATT 


2040 


TTTGTAATCT 


CAATAAATGT 


GGATTGAAGT 


TTTTTCCCTT 






2080 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2268 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(F) GEWEBETYP: Herzgewebe 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 



CAGCCTGCCA 


CTTGCCTCCC 


TGCCTGCTTC 


TGGCTGCCTT 


GAATGCCTGG 


TCCTTCAAGC 


60 


TCCTTCTGGG 


TCTGACAAAG 


CAGGGACCAT 


GTCTACCTTT 


G G CT AC CG AA 


GAGGACTCAG 


120 


TAAATACGAA 


TCCATCGACG 


AGGATGAACT 


CCTCGCCTCC 


CTGTCAGCCG 


AGGAGCTGAA 


180 


GGAGCTAGAG 


AG AG AG TTGG 


AAGACATTGA 


ACCTGACCGC 


AACCTTCCCG 


TGGGGCTAAG 


240 


GCAAAAGAGC 


CTGACAGAGA 


AAACCCCCAC 


AGGGACATTC 


AGCAGAGAGG 


CACTGATGGC 


300 


CTATTGGGAA 


AAGGAGTCCC 


AAAAACTCTT 


GGAGAAGGAG 


AGGCTGGGGG 


AATGTGGAAA 


360 


GGTTGCAGAA 


GACAAAGAGG 


AAAGTGAAGA 


AGAGCTTATC 


TTTACTGAAA 


GTAACAGTGA 


420 


GGTTTCTGAG 


GAAGTGTA7A 


CAGAGGAGGA 


GGAGGAGGAG 


TCCCAGGAGG 


AAGAGGAGGA 


480 


AGAAGACAGT 


GACGAAGAGG 


AAAGAACAAT 


TGAAACTGCA 


AAAGGGATTA 


ATGGAACTGT 


540 


AAATTATGAT 


AGTGTCAATT 


CTGACAACTC 


TAAGCCAAAG 


ATATTTAAAA 


GTCAAATAGA 


600 


GAACATAAAT 


TTGACCAATG 


GCAGCAATGG 


GAGGAACACA 


GAGTCCCCAG 


CTGCCATTCA 


660 


CCCTTGTGGA 


AATCCTACAG 


TGATTGAGGA 


CGCTTTGGAC 


AAGATTAAAA 


GCAATGACCC 


720 


TGACACCACA 


GAAGTCAATT 


TGAACAACAT 


TGAGAACATC 


ACAACACAGA 


CCCTTACCCG 


780 


CTTTGCTGAA 


GCCCTCAAGG 


ACAACACTGT 


GGTGAAGACG 


TTCAGTCTGG 


CCAACACGCA 


840 


TGCCGACGAC 


AGTGCAGCCA 


TGGCCATTGC 


AG AG ATG CTC 


AAAGCCAATG 


AGCACATCAC 


900 


CAACGTAAAC 


GTCGAGTCCA 


ACTTCATAAC 


GGGAAAGGGG 


ATCCTGGCCA 


TCATGAGAGC 


960 


TCTCCAGCAC 


AACACGGTGC 


TCACGGAGCT 


GCGTTTCCAT 


AACCAGAGGC 


ACATCATGGG 


1020 


CAGCCAGGTG 


GAAATGGAGA 


TTGTCAAGCT 


GCTGAAGGAG 


AACACGACGC 


TGCTGAGGCT 


1080 


GGGATACCAT 


TTTG AACTC C 


CAGGACCAAG 


AATGAGCATG 


ACGAGCATTT 


TGACAAGAAA 


1140 


TATGGATAAA 


CAGAGGCAAA 


AACGTTTGCA 


GGAGCAAAAA 


CAGCAGGAGG 


GATACGATGG 


1200 


AGGACCCAAT 


CTTAGGAC C A 


AAGTCTGGCA 


AAGAGGAACA 


CCTAGCTCTT 


CACCTTATGT 


1260 


ATCTCCCAGG 


CACTCACCCT 


GGTCATCCCC 


AAAACTCCCC 


AAAAAAGTCC 


AGACTGTGAG 


1320 


GAGCCGTCCT 


CTGTCTCCTG 


TGGCCACACT 


TCCTCCTCCT 


CCCCCTCCTC 


CTCCTCCTCC 


1380 
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CCCTCCTTCT 


TCCCAAAGGC 


TGCCACCACC 


TCCTCCTCCT 


CCCCCTCCTC 


CACTCCCAGA 


1440 


GAAAAAGCTC 


ATTACCAGAA 


ACATTGCAGA 


AGTCATCAAA 


CAACAGGAGA 


GTGCCCAACG 


1500 


GGCATTACAA 


AATGGACAAA 


AAAAGAAAAA 


AGGGAAAAAG 


GTCAAGAAAC 


AGCCAAACAG 


1560 


TATTCTAAAG 


GAAATAAAAA 


ATTCTCTGAG 


GTCAGTGCAA 


GAGAAGAAAA 


TGGAAGACAG 


1620 


TTCCCGACCT 


TCTACCCCAC 


AGAGATCAGC 


TCATGAGAAT 


CTCATGGAAG 


CAATTCGGGG 


1680 


AAGCAGCATA 


AAACAGCTAA 


AGCGGGTGGA 


AGTTCCAGAA 


GCCCTGCGAT 


GGGAACATGA 


1740 


TCTTTAGAAG 


AGGATGCAGA 


ACTGTTCAGT 


GGTATTACAT 


GAAATGCATT 


GTGAGATGTT 


1800 


TCTAAAATAC 


CTTCTTCAAT 


TCAAAATGAT 


CCCTGACTTT 


AAAAATAATC 


TCAC CCATTA 


1860 


ATTCCAAAGA 


GAATCTTAAG 


AAACAATCAG 


CATGTTTCTT 


CTGTAAATAT 


GAAAATAAAT 


1920 


TTCTTTTTTA 


TGTCGTGAGA 


TTTGTATTGG 


CAAGAAGCAG 


TTAATTTAAA 


GATGCTCTTC 


1980 


CTATCTGTGG 


ATGTGTTGGT 


AACTCCGAGT 


TGTAATGAGT 


TCATGAAATG 


TGCTGTTATT 


2040 


TTTGTAATCT 


CAATAAATGT 


GGATTGAAGT 


TTTTT C C CTT 


TTTTT AAAG C 


C* T\ TV T\ /^"V n 7\ T7, 

LAAAL 1 AA I J\ 


T1 Aft 


TTTTTCTGTG 


ACTTGATACA 


TCTGT CAGAT 


TTTTGTAATC 


TCGATAAATG 


TGTATTGAAG 


2160 


TTTTTTCCCT 


TTTTTTAAAA 


AGC CAAACTA 


ATATTTTTCT 


GTGAGTTAAT 


AC ATCTGT C A 


2220 


GGTGTGTATG 


TAACATTACT 


GGACATTAAA 


AAAAATTATT 


ACATTCTC 




2268 


(2) ANGABEN 


ZU SEQ ID 


NO: 4: 











(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 552 Aminosiiuren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzeistrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

<vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(F) GEWEBETYP: Herzgewebe 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Met Ser Thr Phe Gly Tyr Arg Arg Gly Leu Ser Lys Tyr Glu Ser He 
15 10 15 

Asp Glu Asp Glu Leu Leu Ala Ser Leu Ser Ala Glu Glu Leu Lys Glu 
20 25 30 

Leu Glu Are Glu Leu Glu Asp He Glu Pro Asp Arg Asn Leu Pro Val 
35 ^ 40 45 

Gly Leu Arg Gin Lvs Ser Uu Thr Glu Lys Thr Pro Thr Gly Thr Phe 
50 " 55 60 
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Ser Arg Glu Ala Leu Met Ala Tyr Trp GIu Lys Glu Ser Gin Lys Leu 
65 70 75 80 

Leu Glu Lys Glu Arg Leu Gly Glu Cys Gly Lys Val Ala Glu Asp Lys 
85 90 95 

Glu Glu Ser Glu Glu Glu Leu He Phe Thr Glu Ser Asn Ser Glu Val 
100 105 110 

Ser Glu Glu Val Tyr Thr Glu Glu Glu Glu Glu Glu Ser Gin Glu Glu 
115 120 125 

Glu Glu Glu Glu Asp Ser Asp Glu Glu Glu Arg Thr He Glu Thr Ala 
130 135 140 

Lys Gly He Asn Gly Thr Val Asn Tyr Asp Ser Val Asn Ser Asp Asn 
145 150 155 160 

Ser Lys Pro Lys He Phe Lys Ser Gin He Glu Asn lie Asn Leu Thr 
165 170 175 

Asn Gly Ser Asn Gly Arg Asn Thr Glu Ser Pro Ala Ala He His Pro 
180 185 190 

Cys Gly Asn Pro Thr Val He Glu Asp Ala Leu Asp Lys He Lys Ser 
"195 200 205 

Asn Asp Pro Asp Thr Thr Glu Val Asn Leu Asn Asn He Glu Asn He 
210 215 220 

Thr Thr Gin Thr Leu Thr Arg Phe Ala Glu Ala Leu Lys Asp Asn Thr 
225 230 235 240 

Vai Val Lys Thr Phe Ser Leu Ala Asn Thr His Ala Asp Asp Ser Ala 
245 250 255 

Ala Met Ala He Ala Glu Met Leu Lys Ala Asn Glu His He Thr Asn 
260 265 270 

Val Asn Val Glu Ser Asn Phe lie Thr Gly Lys Gly He Leu Ala lie 
215 280 285 

Met Arg Ala Leu Gin His Asn Thr Val Leu Thr Glu Leu Arg Phe His 
290 295 300 

Asn Gin Arg His He Met Gly Ser Gin Val Glu Met Glu He Val Lys 
305 310 315 320 

Leu Leu Lys Glu Asn Thr Thr Leu Leu Arg Leu Gly Tyr His Phe Glu 
325 330 335 

Leu Pro Gly Pro Arg Met Ser Met Thr Ser He Leu Thr Arg Asn Met 
340 345 350 



Asp Lys Gin Arg Gin Lvs Arg Leu Gin Glu Gin Lys Gin Gin Glu Gly 
355 * 360 365 



Tyr Asp Gly Gly Pro Asn Leu Arg Thr Lys Val Tip Gin Arg Gly Thr 
370 * 375 380 
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Pro Ser Ser Ser Pro Tyr Val Ser Pro Arg His Ser Pro Trp Ser Ser 
385 390 395 400 

Pro Lys Leu Pro Lys Lys Va! Gin Thr Val Arg Ser Arg Pro Leu Ser 
405 410 415 

Pro Val Ala Thr Leu Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro 
420 425 430 

Pro Ser Ser Gin Arg Leu Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro 
435 440 445 

Leu Pro Glu Lys Lys Leu lie Thr Arg Asn He Ala Glu Val He Lys 
450 455 460 

Gin Gin Glu Ser Ala Gin Arg Ala Leu Gin Asn Gly Gin Lys Lys Lys 
465 470 475 480 

Lys Gly Lys Lys Val Lys Lvs Gin Pro Asn Ser lie Leu Lys Glu He 
485 490 495 

Lys Asn Ser Leu Arg Ser Val Gin Glu Lys Lys Met Glu Asp Ser Ser 
500 505 510 

Arg Pro Ser Thr Pro Gin Arg Ser Ala His Glu Asn Leu Met Glu Ala 
515 520 525 

He Arg Gly Ser Ser He Lys Gin Leu Lys Arg Val Glu Val Pro Glu 
530 ' 535 540 

Ala Leu Arg Trp Glu His Asp Leu 
545 ~ 550 



(2) ANGAEEN ZU SEQ ID NO: 5: 

( i ) S EQUENZ KENNZE I CHEN : 

(A) LANGE : 10 Basenpaare 
(3) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

( ii ) ART DES MOLEKULS : cDNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: JA 

( vi ) URS PRUNL I CHE HERKUNFT : 

(F) GEWEBETYP: Herzgewebe 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
CCTTCTACCC 
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(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 6: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 279 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 
CD) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTI SENSE : JA 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(F) GEWEBETYP: Herzgewebe 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 



GCCAACACGC 
TGAGCACATC 
CATCATGAGA 
GCACATCATG 
GCTNCTGAGG 



ANTCCGACGA 
ACCAACGTAA 
GCTCTCCAGC 
GGCAGCCAGG 
CTGGGNTACC 



CAGTGCAGCC 
ACGTCGAGTC 
ACAACACGGT 
TGGAAATGGA 
ATTTTNAACT 



ATGGTCATTG 
CAACTTCATA 
GCTCACGGAG 
GATTGTCAAG 
CCCAGGACC 



CAGAGATGCN 
ACGGGAAAGG 
CTGCGGTTTC 
CTNCTGAAGG 



TCAAAGTCAA 6 0 
GGATCCTGGC 12 0 
ATAACCAGAG 18 0 
AGAACACGAC 24 0 
279 



(2} AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 7: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 93 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii J HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANT I SENSE : JA 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(F) GEWEBETYP: Herzgewebe 

ixi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 



PTRNPTTVQPWSLQRCIKVNEHITNVNVESNFITGKGILAIMRALQ 

10 20 30 40 

HNTVXTELRFHNQRHIMGSQVEMEIVKLLKENTTLLRLGYHFKLPG 
50 60 70 80 90 
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Patentanspruche 

1. Nukleinsaure kodierend fur ein Polypeptid mit einer Aminosau- 
resequenz gemafi Fig. 4 oder eine fiinktionelle Variante davon, und 
Teile davon mit mindestens 8 Nukleotiden, ausgenommen eine 
Nukleinsaure mit der Sequenz: 

1 GCCAACACGC ANTCCGACGA CAGTGCAGCC ATGGTCATTG CAGAGATGCN TCAAAGTCAA 
61 TGAGCACATC AC CAACGTAA ACGTCGAGTC CAACTTCATA ACGGGAAAGG GGATCCTGGC 
121 CATCATGAGA GCTCTCCAGC ACAAC AC GGT GCTCACGGAG CTGCGTTTCC ATAACCAGAG 
161 GC ACAT CAT G GGCAGCCAGG TGGAAATGGA GATTGTCAAG CTNCTGAAGG AGAAC AC G AC 
241 GCTNCTGAGG CTGGGNTACC ATTTTNAACT CCCAGGACC 

2. Nukleinsaure nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsaure eine DNA oder RNA, vorzugsweise eine DNA, 
insbesondere eine doppelstrangige DNA ist. 

3. Nukleinsaure nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Nukleinsaure eine DNA mit einer Nukleinsauresequenz gemaB 
Fig. 1, 2 oder 3 enthalt. 

4. Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekennzeich- 
net, dafi die Nukleinsaure in einem Vektor, vorzugsweise in einem 
Expressionsvektor oder gentherapeutisch wirksamen Vektor, enthal- 
ten ist. 

5. Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1-4, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Teil der Nukleinsaure, der fur das Polypeptid kodiert, 
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eine oder mehrere nicht-kodierende Sequenzen und/oder eine poly A- 
Sequenz enthalt. 

>. Verfahren zur Herstellung einer Nukleinsaure nach einem der 
Anspriiche 1-5, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure 
chemisch synthetisiert oder anhand einer Sonde aus einer Genbank 
isoliert wird. 

1. Polypeptid mit einer Aminosauresequenz gemaB Fig. 4 oder eine 
funktionelle Variante davon, und Teile davon mit mindestens 6 
Aminosauren, ausgenommen eiin Polypeptid mit der Sequenz: 

PTRNPTTVQPWSLQRCIKVNEHITNVNVESNFITGKGILAIMRALQ 

10 20 30 40 

HNTVLTELRFHNQRHIMGSQVEMEIVKLLKENTTLLRLGYHFKLPG 
50 60 70 80 90 

3. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids gemaB Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB eine Nukleinsaure gemaB einem der 
Anspriiche 1-3 in einer geeigneten Wirtszelle exprimiert wird. 

?. Antikorper gegen ein Polypeptid mit einer Aminosauresequenz 
gemaB Fig. 4 oder eine funktionelle Variante davon, und Teile 
davon mit mindestens 6 Aminosauren. 

10. Verfahren zur Herstellung eines Antikorpers gemaB Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB ein Saugetier mit einem Polypeptid 
mit einer Aminosauresequenz gemaB Fig. 4 oder eine funktionelle 
Variante davon, und Teile davon mit mindestens 6 Aminosauren 
immunisiert und die entstandenen Antikorper isoliert werden. 
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11. Arzneimittel enthaltend eine Nukleinsaure kodierend ftir ein Poly- 
peptid mit einer Aminosauresequenz gemali Fig. 4 oder eine funk- 
tionelle Variante davon, und Teile davon mit mindestens 8 Nukleo- 
tiden, oder ein Polypeptid mit einer Aminosauresequenz gemali Fig. 

5 4 oder eine funktionelle Variante davon, und Teile davon mit 

mindestens 6 Aminosauren, und gegebenenfalls einen pharmazeu- 
tisch annehmbaren Trager. 

12. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von 
10 Herzerkrankungen, dadurch gekennzeichnet, dali eine Nukleinsaure 

kodierend fur ein Polypeptid mit einer Aminosauresequenz gemali 
Fig. 4 oder eine funktionelle Variante davon, und Teile davon mit 
mindestens 8 Nukleotiden, oder ein Polypeptid mit einer Aminosau- 
resequenz gemafi Fig. 4 oder eine funktionelle Variante davon, und 
i5 Teile davon mit mindestens 6 Aminosauren mit einem pharmazeu- 

tisch annehmbaren Trager formuliert wird. 

13. Diagnostikum enthaltend eine Nukleinsaure kodierend fiir ein Poly- 
peptid mit einer Aminosauresequenz gemali Fig. 4 oder eine funk- 

:o tionelle Variante davon, und Teile davon mit mindestens 8 Nukleo- 

tiden, ein Polypeptid mit einer Aminosauresequenz gemali Fig. 4 
oder eine funktionelle Variante davon, und Teile davon mit minde- 
stens 6 Aminosauren, oder Antikorper gemali Anspruch 9 und 
gegebenfalls geeignete Zusatz- oder HilfsstofFe. 

25 

14. Verfahren zur Herstellung eines Diagnosticums zur Diagnose von 
Herzerkrankungen, dadurch gekennzeichnet, dali eine Nukleinsaure 
kodierend fur ein Polypeptid mit einer Aminosauresequenz gemali 
Fig. 4 oder eine funktionelle Variante davon, und Teile davon mit 

30 mindestens 8 Nukleotiden, ein Polypeptid mit einer Aminosaurese- 
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quenz gemafi Fig. 4 Oder eine funktionelle Variante davon, und 
Teile davon mit mindestens 6 Aminosauren, oder Antikorper gemafi 
Anspruch 9 mit einem pharmazeutisch annehmbaren Trager versetzt 
wird. 

5 

15. Test zur Identifizierung funktioneller Interaktoren enthaltend eine 
Nukleinsaure kodierend fur ein Polypeptid mit einer Aminosaurese- 
quenz gemafi Fig. 4 oder eine funktionelle Variante davon, und 
Teile davon mit mindestens 8 Nukleotiden, oder ein Polypeptid mit 
io einer Aminosauresequenz gemafi Fig. 4 oder eine funktionelle 

Variante davon, und Teile davon mit mindestens 6 Aminosauren, 
und gegebenenfalls geeignete Zusatz- oder Hilfsstoffe. 



15 
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V10 

Fig. 1 





CAGCCTGCCA 


CTTGCCTCCC 


TGCCTGCTTC 


TGGCTGCCTT 




GAATGCCTGG 


TCCTTCAAGC 


TCCTTCTGGG 


TCTGACAAAG 


5 


CAGGGACCAT 


GTCTACCTTT 


GGCTACCGAA 


GAGGACTCAG 




TAAATACGAA 


TCCATCGACG 


AGGATGAACT 


CCTCGCCTCC 




CTGTCAGCCG 


AGGAGCTGAA 


GGAGCTAGAG 


AGAGAGTTGG 




AAGACATTGA 


ACCTGACCGC 


AACCTTCCCG 


TGGGGCTAAG 




GCAAAAGAGC 


CTGACAGAGA 


AAACCCCCAC 


AGGGACATTC 


10 


AGCAGAGAGG 


CACTGATGGC 


CTATTGGGAA 


AAGGAGTCCC 




AAAAACTCTT 


GGAGAAGGAG 


AGGC TGGGGG 


AATGTGGAAA 




GGTTGCAGAA 


GACAAAGAGG 


AAAGTGAAGA 


AGAGCTTATC 




TTTAGTGAAA 


GTAACAGTGA 


GGTTTCTGAG 


GAAGTGTATA 




CAGAGGAGGA 


GGAGGAGGAG 


TCCCAGGAGG 


AAGAGGAGGA 


15 


AGAAGACAGT 


GACGAAGAGG 


AAAGAACAAT 


TGAAACTGCA 




AAAGGGATTA 


ATGGAACTGT 


AAAT TATGAT 


AGTGTCAATT 




CTGACAACTC 


TAAGCCAAAG 


ATATTTAAAA 


GTCAAATAGA 




GAACATAAAT 


TTGACCAATG 


GCAGCAATGG 


GAGGAACACA 




GAGTCCCCAG 


CTGCCATTCA 


CCCTTGTGGA 


AATCCTACAG 


20 


TGAT TGAGGA 


CGCTTTGGAC 


AAGATTAAAA 


GCAATGACCC 




TGACACCACA 


GAAGTCAATT 


TGAACAACAT 


TGAGAACATC 




ACAACACAGA 


CCCTTACCCG 


CTTTGCTGAA 


GCCCTCAAGG 




ACAACACTGT 


GGTGAAGACG 


TTCAGTCTGG 


CCAACACGCA 




TGCCGACGAC 


AGTGCAGCCA 


TGGCCATTGC 


AGAGATGCTC 


25 


AAAGCCAATG 


AGCACATCAC 


CAACGTAAAC 


GTCGAGTCCA 




ACTTCATAAC 


GGGAAAGGGG 


ATCCTGGCCA 


TCATGAGAGC 




TCTCCAGCAC 


AACACGGTGC 


TCACGGAGCT 


GCGTTTCCAT 
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AACCAGAGGC 
TTGTCAAGCT 
GGGATACCAT 
ACGAGCATTT 
5 AACGTTTGCA 
AGGACCCAAT 
CCTAGCTCTT 
GGTCATCCCC 
GAGCCGTCCT 

10 CCCCCTCCTC 
TGCCACCACC 
GAAAAAGCTC 
CAACAGGAGA 
AAAAGAAAAA 

1 5 TATTCTAAAG 
GAGAAGAAAA 
AGAGATCAGC 
AAGCAGCATA 
GCCCTGCGAT 

20 ACTGTTCAGT 
TCTAAAATAC 
AAAAATAAT C 
AAACAATCAG 



2 A0 

ACATCATGGG 
GCTGAAGGAG 
TTTGAACTCC 
TGACAAGAAA 
GGAGCAAAAA 
CTTAGGACCA 
CACCTTATGT 
AAAACTCCCC 
CTGTCTCCTG 
CTCCTCCTCC 
TCCTCCTCCT 
ATTACCAGAA 
GTGCCCAACG 
AGGGAAAAAG 
GAAATAAAAA 
TGGAAGACAG 
TCATGAGAAT 
AAACAGCTAA 
GGGAACATGA 
GGT AT T AC AT 
CTTCTTCAAT 
TCACCCATTA 
CATGTTTCTT 



CAGCCAGGTG 
AACACGACGC 
CAGGACCAAG 
TATGGATAAA 
CAGCAGGAGG 
AAGTCTGGCA 
ATCTCCCAGG 
AAAAAAGTCC 
TGGCCACACT 
CCCTCCTTCT 
CCCCCTCCTC 
ACAT TGCAGA 
GGC AT T ACAA 
GTCAAGAAAC 
ATTCTCTGAG 
TTCCCG ACCT 
CTCATGGAAG 
AGCGGGTGGA 
TCTTTAGAAG 
GAAATGCATT 
TCAAAATGAT 
ATTCCAAAGA 
CTGTAAATAT 
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GAAATGGAGA 
TGCTGAGGCT 
AATGAGCATG 
CAGAGGCAAA 
GATACGATGG 
AAGAGGAACA 
CACTCACCCT 
AGACTGTGAG 
TCCTCCTCCT 
TCCCAAAGGC 
CACTCCCAGA 
AGTCATCAAA 
AATGGACAAA 
AGCCAAACAG 
GTCAGTGCAA 
TCTACCCCAC 
CAATTCGGGG 
AGTTCCAGAA 
AGGAT GCAGA 
GT GAGAT GT T 
CCCTGACTTT 
GAATCTTAAG 
GAAAATAAAT 



TTCTTTTTTA 

25 



TGTCGT -poly (A) -Schwanz 
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3/10 



ng.2 









J. V3w\-» X vJJ X J- \s 


X VJvJV-. X ^-_J X X 




A A T cz c p t gg 




TCrTTCTGGG 


T CTGACAAAG 


O 


r a ggg a rrAT 


GTC TACCTTT 


GGCTACCGAA 


GAGGACTCAG 




TAAATAPfSAA 


TPPATPGAPG 


AGGATGAACT 


CCTCGCCTCC 




w X vj X w^ttXjwwLj 


AOfiARP TRAA 


GGAGPTAGAG 


AGAGAGTTGG 




A AC^PATTCA 
w nl^A X X wx*v 


APPTHAPPRP 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Vsroffentlichungen. die zur selben Patenttamilie gehoren 



Inte. 



jnales Aktenzeichen 



PCT/EP 98/03584 



lm Recherchenbencht 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
Veroffentlichung 



Mitglied(er) der 
Patentfamitie 



Datum der 
Veroffentlichung 



WO 9717937 



22-05-1997 



AU 
EP 



1867297 A 
0862644 A 



05-06-1997 
09-09-1998 



US 5283173 



01-02-1994 



US 
US 



5468614 A 
5667973 A 



21-11-1995 
16-09-1997 



Foimblatt PCT/lSA/21 0 1 A^hang Patenrtarro]ie)(Juli 1992) 



PCT/EP98/03584 

PATENT COOPERATION TREATY 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NU 1 IrluA 1 lUrM Ur tLtU 1 iKJvi 

(PCT Rule 61.2) 


To: 

uniteo otates ratent ana i raaernanc 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza 2 

Washington, DC 20231 

ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
10 February 1999(10.02.99) 




International application No. 
PCT/EP98/03584 


Applicant's or agent's file reference 
M25519PC /Is 


International filing date (day/month/year) 
15 June 1998(15.06.98) 


Priority date (day/month/year) 
13 June 1997 (13.06.97) 


Applicant 

HOFMANN, Marion, Elke et al 



1 . The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

13 January 1999(13.01.99) 

| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X| was 

| | was not 

made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer 


34, chemin des Colombettes 


Aino Metcalfe 


121 1 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB7331 (July 1992) 2472177 



oyforthed signated Offic (DO/US) — 

PATENT COOPERATION TREAT r 



PCT/EP98/03584 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

{PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 


To: 

BOSL, Raphael 
Galileiplatz 1 
D-81679 Munchen 
ALLEMAGNE 


Date of mailing (day/month/year) 
06 January 1999 (06.01.99) 


Applicant's or agent's file reference 
M25519PC /Is 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 

PCT/EP98/03584 


International filing date (day/month/year) 

15 June 1998(15.06.98) 



1. The following indications appeared on record concerning: 

X the applicant | X| the inventor | | the agent | | the common representative 


Name and Address 

HENKEL, Thomas 
Bertelestrasse 53 
D-81479 Munchen 
Germany 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
[ | the person | | the name | X| the address | | the nationality | | the residence 


Name and Address 

HENKEL, Thomas 
Freienfelsstrasse 20A 
D-81249 Munchen 
Germany 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No, 


3. Further observations, if necessary: 


4w A copy of this notification has been sent to: 
j X| the receiving Office | X| the designated Offices concerned 
| | the International Searching Authority | | the elected Offices concerned 
| | the International Preliminary Examining Authority | | other: 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer 


34, chemin des Colombettes 


S. Baharlou 


1211 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/306 (March 1994) 002412768 
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VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMME NAnDCIT AUI~ DE M- 

GEBIET DES PATENTWESENS L,, D q 8 SE^ 1999 

PCT 



CSS 



PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
M25519PC /ps 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/03584 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
15/06/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
13/06/1997 



Internationale Patentklassification (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N15/12 



Anmelder 

MEDIGENE AKTIENGESELLSCHAFT 



1 . Dieser Internationale vorlauf ige Prufungsbericht wurde von der mit der Internationale vorlaufigen Prufung beauftragt 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuGerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruch n 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor di ser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichttich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



13/01/1999 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen. 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



0 3. oaag 



Bevollmachtigter Bediensteter 
SCHEFFZYK, I 

Tel. Nr. +49 89 2399 8602 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP 98/03584 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten irn Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-35 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-15 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/10-10/10 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



9, 10, 12, 14 
1-8,11,13,15 



1-15 
1-15 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/03584 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daG die internationals Anmeldung nach Form oder Inhaft folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/03584 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



SECTION V 

Neuheit: 

GemaB der auf Seite 6 der vorliegenden Anmeldung gegebenen Definition des Begriffs 
"funktionelle Variante davon" fallen unter diesen Begriff Polypeptide, die funktionell mit 
dem erfindungsgemaBen Protein verwandt sind, d.h. ebenso als regulierbare 
Modulatoren der Kontraktionsfahigkeit von Herzmuskeln bezeichnet werden konnen 
Oder deren Aktivitat durch Tyrosinkinasen reguliert werden kann. Demnach umfasst 
der Gegenstand der vorliegenden Anspruche 1-8, 11, 13 und 15 alle bisher bekannten 
Proteine, die die Kontraktionsfahigkeit von u.a. Herzmuskeln beeinflussen, wie z.B 
Tropomodulin. DemgemaB ist z.B. die Entgegenhaltung Babcock and Flowler, Journal 
of Biological Chemistry, Vol. 269, Nr.. 44, 4.11.94, Seiten 27510-27518 (1), worin die 
Klonierung und Expression von aus Skelettmuskelzellen isoliertes Tropomodulin 
beschrieben wird, fur die oben aufgefiihrten Anspruche neuheitsschadlich. Daher 
erfiillen die Anspruche 1-8, 11, 13 und 15 nicht die Erfordernisse der Art. 33(2)(3) PCT. 

Bezuglich den Anspriichen 11,13 und 15 wird die Anmelderin darauf aufmerksam 
gemacht, daB die Angabe einer Verwendung in einem Stoffanspruch nicht geeignet ist 
den Schutzumfang eines solchen Anspruchs zu limitieren, d.h. der Gegenstand eines 
solchen Anspruchs ist auf den Stoff als solchen gerichtet (vgl. Richtlinien C-lll 4.8 
PCT). 

Vollstandigkeitshalber wird zudem festgestelt, dass selbst in Abwesenheits des Begriffs 
"funktionelle Variante davon" der Gegenstand der Anspruche 1, 2, 4," 5, 6, 7, 8, 1 1, 13 
und 15 auch nicht als neu betrachtet werden konnte, denn aufgrund der hohen 
Homologie des erfindungsgemaBen Proteins mit Tropomodulin konnen Proteine, 
welche mindestens 6 Aminosauren der in Fig. 4 gezeigten Sequenz enthalten bzw. 
Nukleinsauremolekule, die mindestens 8 Nukleotide der Nukleinsauresequenz 
kodierend fur die in Fig. 4 gezeigte Aminosauresequenz enthalten, nicht als neu 
betrachtet werden. 

Erfinderische Tatigkeit: 

Entspechend kann fur den Gegenstand der Anspruche 9, 10, 12, 14 und 16 keine 
erfinderische Tatigkeit (Art. 33(3) PCT.) anerkannt werden, denn die Herstellung von 
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Antikorpern, die gegen bekannte Proteine gerichtet sind Oder die Verwendung von 
Stoffen, welche die Kontraktionsfahigkeit von Herzmuskelzellen beeinflussen als 
Arneimittel sind fur einen Fachmann lediglich naheliegende Ausfuhrungsformen. 



SECTION VII 

Vorliegende Anmeldung erfullt nicht die Erfordemisse der Regel 5.1a)iv) PCT. 
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PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
M25519PC /Is 


_ ATTiniv ^ ee Notification of Transmittal of International 
FURTHER ACTION Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 


International filing date {day/month/year) 


Priority date {day/month/year) 


PCT/EP98/03584 


15 June 1998(15.06.1998) 


13 June 1997(13.06.1997) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




C12N 15/12 






Applicant 

MEDIGENE AKTIENGESELLSCHAFT 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. 



This REPORT consists of a total of 

□ 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


I2SI 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


El 


VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

13 January 1999 (13.01.1999) 


Date of completion of this report 

03 September 1999 (03.09.1999) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
European Patent Office 
D-80298 Munich, Germany 

Facsimile No. 49-89-2399-4465 


Authorized officer 
Telephone No. 49-89-2399-0 
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International application No. 

PCT/EP98/03584 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

| | the international application as originally filed. 

the description, pages > 33 originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of — 

pages , filed with the letter of — 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-15 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/10-10/10 



, as originally filed, 
t filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I 1 the description, pages 

I j the claims, Nos, 



1 | the drawings, sheets/fig 



I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
I — 1 to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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Uional application No. 
PCT/EP 98/03584 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (I A) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



9, 10, 12, 14 



1-8, 11, 13, 15 



1-15 



1-15 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

Novelty: 



According to the definition of the expression " functional 
variants thereof" given on page 6 of the present 
application, this expression covers polypeptides which are 
functionally related to the protein according to the 
invention, that is, which can also be designated as 
regulatable modulators of the contractibility of heart 
muscles or the activity of which can be regulated by 
tyrosine kinases. Consequently, the subject matter of 
present Claims 1-8, 11, 13 and 15 includes all the 
previously known proteins which influence, inter alia, 
heart muscle contractibility, such as, for example, 
tropomodulin . The cited article by Babcock and Flowler, 
Journal of Biological Chemistry, Vol- 269, No. 44, 4 
November 1994, pages 27510-27518 (1), which describes the 
cloning and expression of tropomodulin isolated from 
skeletal muscle cells, is therefore prejudicial to the 
novelty of the above-mentioned claims. Consequently, 
Claims 1-8, 11, 13 and 15 do not meet the requirements of 
PCT Article 33(2) and (3). 

Regarding Claims 11, 13 and 15, the applicants are 
requested to note that a use indication in a substance 
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claim is not suitable for limiting the scope of protection 
of such a claim, that is, the subject matter of such a 
claim is directed to the substance itself (cf. PCT 
Guidelines, Chapter III, 4.8). 

For the sake of completeness, it is also pointed out that 
even in the absence of the expression Afunctional variants 
thereof", the subject matter of Claims 1, 2, 4, 5, 6, 7, 
8, 11, 13 and 15 cannot be considered novel either, 
because the high degree of homology of the claimed protein 
with tropomodulin anticipates proteins containing at least 
6 amino acids having the sequence depicted in Fig. 4 or 
nucleic acid molecules containing at least 8 nucleotides 
of the nucleic acid sequence coding for the amino acid 
sequence depicted in Fig. 4 in a manner prejudicial to 
novelty. 

Inventive step: 

Accordingly, an inventive step (PCT Article 33(3)) cannot 
be recognised for the subject matter of Claims 9, 10, 12, 
14 and 16 because the production of antibodies directed 
against known proteins or the use of substances that 
influence heart muscle cell contractibility as medicaments 
are merely obvious configurations to a person skilled in 
the art. 




tional application No. 



PCT/EP 98/03584 
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TnteHBnbnal application No. 
PCT/EP 98/03584 



VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

The present application does not meet the requirements of 
PCT Rule 5.1(a) (iv) . 



Form PCT/IPE A/409 (Box VII) (January 1994) 



PCT 

ANTRAG 



Der Unterzeichnete beantragt, daB die vorliegende 
internationale Anmeldung nach dem Vertrag iiber die 
internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 



Vom Anmcldeami auszufuflcn 



Internationales Aktenzeichen 



Internationales Anmctdedatum 



Name des Anmeldeamts und "PCT International Application*' 



Aktenzeichen des Anmelders oder An waits (falls gewunscht) 
(max. 12 Zekhen) M25519PC /Is 



Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 

Herz- und Skelettniuskel-spezif ische Nukleinsaure, ihre Herstellung und Verwendung 


FeJd Nr. II ANMELDER 


Name und Anschrift: tFamilienname. Vorname; bei juristischen Personen vollstcindige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders. sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

MediGene Aktiengesellschaft 
Lochharner StraBe 11 

D-82152 Martinsried 


I | Diese Person ist 

' ' gleichzeitig Erfinder 


Telefonnr.: 


Telefax nr.: 


Femschreibnr.: 


Staatsan«ehdri*:keit fStaau: 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder i lalleBestim- I I aileBestimmungsstaatenmit Ausnahme I | nurdie Vereinigtcn | | die im Zusatzfeld 
fur folgende Staaien: | | mungssiaaten [Xj der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amerika I I angegebenen Staaten 


Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und Anschrift: tFamilienname. Vorname: bei juristischen Personen vollstcindige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wolmsitzes des 
Anmelders, sofern nachsiehena kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

HOFMANN, Marion ELke 
Albrecht-Durer-Str . 1 6 
D-82152 Krailling 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

}X | Anmelder und Erfinder 

I | nur Erfinder ( Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nichtnotig. ) 


Staatsangehoriijkeit (Staat;; 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder i i alleBestim- | | alleBestimmungsstaatenmit Ausnahme j 1 nurdie Vcreinigien 1 1 die im Zusatzteld 
fiir folgende Staaten: | | mungssiaaten 1 | der Vereinigten Staaten von Amerika 1 X 1 Staaien von Amerika | | angegebenen Staaien 


| | Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist bestellt worden. urn fiir den (die) Anmelder [— 1 . i 1 gemeinsamer 

vor den zustandigen intemationalen Behorden in folgender Eigensehaft zu handeln als: 1 An au | | Vertreter 


Name u nd Ansc hri f t : < Fumilienname. Vorname: beijuhstischen Personen vollstiindige amtliche Bezeichnung. 

Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. ) 

BdSL, Raphael ROST, Jiiraen Galileiplatz 1 
BARDEHLE, Heinz DEHMEL, Albrecht D-81679 Miinchei 
DOST, Wolfgang KAHLHOFER, Hermann 
ALTENBURG, Udo PAGENBERG, Jochen 
GEISSLER, Bernhard ISENBRUCK, Gunther 


Telefonnr.: 

0049-98-928050 


Telefaxnr.: 

1 


Femschreibnr.: 

0049-89-92805444 


I I Dieses Kastchen ist anzukreuzen. wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im obigen Feld 
I 1 eine spezielle Zuste 1 1 anschrift amzegeben ist. 
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Sic I if An/nerkun^cn zu diesem Antriigsformttlar 



Fortsetzun K von Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Wird keines der folgenden F elder benutzU so ist dieses Blatt dem Antrag nicht beizufugen. 


Name und Anschrift: ( Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige umtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

DQMDEY, Horst 
Fasanenweg 6 
D-82061 Neuried 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| x | Anmelder und Erfinder 

1 | nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

1 1 angekreuzt. so sind die nachsiehenden 

Angaben nicht notig. } 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder i | alle Bestim- I I alle Besiimmungsstaaten mil Aiisnahme f— ] nur die Vereinigicn | | die im Zusatzfeld 
fur folgende Staaten: | | mungsstaatcn |__| der Vereinigten Siaaten von Amcrika I I Staaien von Amerika | | angegebenenSiaaien 


Name und Anschrift: (Familienname. Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

HENKEIL/ Thomas 
Bertelestr. 53 
D-81479 Munchen 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| x [ Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
1— J angekreuzt. so sind die nachsiehenden 
Angaben nicht notig. > 


Staatsansehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder i 1 alle Bestim- I I alle Besiimmungsstaaten mitAusnahme | I nur die Vereinigten | | die im Zusaufeld 

fur folgende Staaten: | | mungsstaaten | | der Vereinigten Staaten von Amerika I ^ I Siaaten von Amerika | | angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: {Familienname. Vorname: bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnung, Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzttieben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders. sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist. ) 


Diese Person ist: 
| [ nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

| | nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachsiehenden 

Angaben nicht notig. t 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder i I allc Bestim- I I alle Bestimmungsstaaien mil Ausnahmc I 1 nur die Vereinigicn | 1 die im Zusatzfeld 
lurfolgende Staaien: | | miingsstaalen I | der Vereinigten Staaten von Amerika 1 1 Staaten von Amerika | | angegebenen Siaaten 


Name und Anschrift: f Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstiindige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats an^uieben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders. sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.i 


Diese Person ist: 
[ | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

| 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

1 1 angekreuzt. so sind die nachsiehenden 

Angaben nicht notig. ■ 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person isl Anmelder j i aMe Bestim- I | alle Bestimmungsstaaien mil Ausnahme 1 1 nur die Vereinigicn 1 1 die im Zusatzfeld 

lurfolgende Staaien: | | mungsstaatcn 1 | der Vereinigten Staaten von Amerika 1 | Staaten von Amcrika 1 1 angegehenen Staaten 


| | Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem zusatzlichen Fortseizungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/RO/IOI t Fortsetzungsblatt) (Januar 1097: Naehdruck Januar 1 90S) Siehe Anttwrktuigcn -/# diesem AntragsfonnuUir 



Blatt Nr. 



Kelt! Nr. V BESTIMMUNG VON STAATEN 



Die lolgenden Bcstimmungcn nach Regel 4.9 Absatza werden hicrmil vorgcnomnicn I huie ilic entspreihenden Kiislihen atikreuzen; wenigstenx 
riii Kiisirhen mufl angekreiK) werdenl: 
Rcgionalcs Patent 

□ AP ARIPO-Patent: GH Ghana. CM Gambia. KE Kenia. LS Lesotho. MW Malawi. SD Sudan. SZ Swasiland. 

UG Uganda. ZW Simbabwe und jeder weitere Staat. der Vertragsstaat des Harare-Protokolls und des PCT ist 

□ EA Eurasisches Patent: AM Armenien, AZ Aserbaidsehan. BY Belarus. KG Kirgisistan, KZ Kasachstan. MD Republik 

Moldau. RU Russisehe Federation. TJ Tadschikisian. TM Turkmenistan und jeder weitere Staat. der Vertragsstaat des 
Eurasischcn Putentiibereinkommens und des PCT ist 
[3 EP Europaisches Patent: AT Osterreich. BE Belgien, CH und LI Sehweiz und Liechtenstein. DE Deutschland. 

DK Diinemark. ES Spanien. FI Finnland. FR Frankreich. GB Vereinigtes Konigreich. GR Griechenland, IE Irland. 
IT Italien. LU Luxemburg. MC Monaco, NL Niederlande, PT Portugal. SE Schweden und jeder weitere Staat. der 
Vertragsstaat des Europaischen Patenliibereinkommens und des PCT ist 

OAPI-Patent: BF Burkina Faso. BJ Benin. CF Zentralafrikanische Republik. CG Kongo, CI C6te d'lvoire, 
CM Kamerun. GA Gabun. GN Guinea. ML Mali, MR Mauretanien. NE Niger, SN Senegal, TD Tschad, TG Togo 
und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist [falls eine andere Schulzrechtsart oder ein sonsiiges 
Verfahren gewiinschl wird. bine auf der gepunklelen Linie angeben) 

Nationales Patent (fallseinetindereSchulzrechlsariodereinsonsriges Verfahren gewiinschi wird. bitte auj r der gepunklelen Linie angeben): 



□ OA 



□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
Li 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



AL 

AM 

AT 

AU 

AZ 

BA 

BB 

BG 

BR 

BY 

CA 



□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 
□ 
□ 

□ 

□ 

Republik □ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

GM Gambia d 
GW Guinea-Bissau 



Albanien 

Armenien 

Osterreich 

Australien 

Aserbaidsehan 

Bosnien-Herzegowina 

Barbados 

Bulgarien 

Brasilien 

Belarus 
Kanada 

CH und LI Sehweiz und Liechtenstein 

CN China 

CU Kuba 

CZ 
DE 
DK 
EE 
ES 
FI 
GB 
GE 
GH 



Tschechisehe 

Deutschland 

Diinemark . ; 

Estland 

Spanien 

Finnland 

Vereinigtes Konigreich 

Georgien 

Ghana 



HU 

ID 

IL 

IS 

JP 

KE 

KG 

KP 

KR 
KZ 
LC 
LK 
LR 
LS 



Ungarn 

Indonesien 

Israel 

Island 

Japan 

Kenia 

Kirgisistan 

Demoknuische Volksrepublik Korea 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 



LT Litauen 
LU Luxemburg 
LV Lettland 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russisehe Foderation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereiniste Staaten von Amerika 



UZ 
VN 
YU 
ZW 



Usbekistan 
Vietnam . . . 
Jugoslawien 
Simbabwe . 



Republik Korea 
Kasachstan . . . 
Saint Lucia 
Sri Lanka 
Liberia 

Lesotho 



Kastchen Fur die Bestimmung von Staaten (fiir die Zwecke eines 
nationalen Patents), die dem PCT nach der Veroffentlichung 
dieses Formblatts beigetreten sind: 

□ -....r 

□ 

□ 



Zusatzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach Regel 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem 

PCT zuliissigen Besiimmungen vor mil Ausnahme der Bestimmung von • 

Der Anmelder erklart. daB diese zusatzliehen Bestimmungen unter dem Vorbehnli einer Bestatigung stehen und jede zusatzliche 
Bestimmung. die vor Ablaut* von !5 Monaten ab dem Prioritatsdauim nicht bestaiigt wurde, nach Ablauf dieser Frist als vom 
A n me 1 de r zu rile k genom n ic n g 1 1 1 . ( Die Bestiitiaung einer Besiimmung erf't dun -It die Ein rcn linn einer \liiteilun\>. in der diese Bestimmung an%e$ehen wird. 
und die Tiiiiiiutii der Besiimmun^s- und der Bestiitixungsgebuhr. Die Bestiitixunx w/itf beim Antneldeiim; intwrlndb der Frisi von 15 Monaten eingehen. ) 



Formblati PCT/RO/IOI (Blatt 2) (Januar 1998) 



Siehf Aumcrkungcn zu iHescm Antragsfonnutar 



Feld Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH 



Blatt Nr. 



Weilere Prioritatsanspruche sind im Zusatzfcld angegcben. | | 



Die Prioriiiit der folgenden friiheren Anmeldung! cn) wird hiermil hcunsprucht: 



Staat 

(Anmclde- oder Bestimmungsstaat 
der Anmeldung) 



Anmcldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichcn 



Anmeldeamt 
( nur bei regionaler oder 
iniernatUmaler Anmeldung) 



(I) 



DE 



03-06-1997) 
13. Juni 1997 



197 25 186.2 



(2) 



(3) 



Dieses Kastchen ankreuzen. wenn die beglaubigte Kopie derfriiheren Anmeldung von dem Ami ausgestellt werden soil, das fiirdie Zwecke dieseriniernationalen Anmeldttng 
Anmeldeamt ist (vine Gebiihr kann verlangt werden): 

Das Anmeldeamt wird hiermit ersucht, eine beglaubigte Abschrift der oben in Zeile(n) 



□ 



bezeichneten friiheren Anmeldung(en) zu erstellen und dem Internationalen Biiro zu iibermitteln. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der Internationalen Recherchenbehorde (ISA) (Sind zwei oder mehr Internationale 
Recherchenbehdrden fiirdie Internationale Recherche zustandig, ist der Name der Behorde anzugeben. 

die die international Recherche durchjuhren soil; Zweibuchstaben - Code geniigt ) \ ISA / 

Fruhere Recherche: Auszufiillen, wenn eine Recherche (Internationale Recherche, Recherche internationaler Art oder sonstige Recherche) bereits 
bei der internationalen Recherchenbehorde beantragt oder von ihr durchgefuhrt w arden ist und diese Behorde nun ersucht wird. die Internationale 
Recherche soweit wie moslich auf die Ergebnisse einer solchen friiheren Recherche zu stiitzen. Die Recherche oder der Recherchenantrag ist durch 
Angabe der betrejfendenAnmeldungtbzw. aeren Vbersetzung ) oderdes Recherchenantrags zu bezeichnen. 



Staat (oder regionales Amt): 



Datum (Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen: 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE 



Diese Internationale Anmeldung umfaBt 


I. 


Antrag 


4 


Blatter 


-> 


Beschreibung 


34 


Blatter 


3. 


Anspriiche 


4 


Blatter 


4. 


Zusam men fas sung : 


1 


Blatter 


5. 


Zeichnungen 


10 


Blatter 




Insgesamt 


53 


Blatter 



Dieser internationalen Anmelduns lieaen die nachstehend ansekreuzten Unterlasen bei: 



□ Unterzeichnete gesonderte 5 r^j Blatt fur die Gebuhrenberechnuno 
Vollmaeht I _j 

2 I 1 Kopie der allgemeinen 6 
• 1 Vollmaeht 

| Sequenzprotokolle fur Nucleotide 



3. [ I Begrundung fiir das Fehlen 7. 
I 1 der" L'nterschrift 

4. I 1 Prioritatsbeleg(e) (durch 8. 
I 1 die Zeilennummer von Feld 

Nr. VI ketwzeichnen): 



□ Ge: 
legi 

ec 

nd/oder Aminosauren (Diskette) 
[x | Sonstige (einzeln auffiihren): 

Scheck Nr. 3981718 



Abbildung Nr. 



der Zeichnunizen (falls vorhanden) soil mit der Zusammenfassune veroffentlicht werden. 



Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES AN WALTS 



Der Name jeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben. sofem sich dies nicht eindeuiia, ausdem Antrag 
ergibt. in welcher Eigenschaft die Person unierzeichnet. 



Dr. Raphael Bosl, Paten tanwalt 



l. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
internationalen Anmeldung: 


2. Zeichnungen 

| 1 einge- 

1 I gangen: 

| 1 nicht ein- 
1 1 gegangen: 


3. Geandertes Eingangsdaium aufgrund nachtraglieh. jedoch 
fristgereeht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur VervoIIstandigunS dieser internationalen Anmeldung: 


4. Datum des fristgerechten Eingangs der angeforderten 
Richtigstellungen nach Artikcl fl(2) PCT: 


5, Vom Anmelder benanme 

Internationale Recherchenbehorde: ISA / 


6. I I Obermittlung des Recherchenexemplars bis zur 
! 1 Zahlung der Recherchengebuhr aufgeschoben 




Datum des Eingangs des Aktenexemplars I 
beim Internationalen Biiro: I 



Formblau PCT/RO/IOI ilct/tes Blatt) (Januar 1994: Nachdruek Januar 1998) 



Sivlw Anmcrkimxen zu diese tn AntragsfornutUir 



i 



VERTRAG UBWDIE INTERNATIONALE ZUSAMNRNARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 




Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
M25519PC /Is 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 98/03584 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jah r) 

15/06/1998 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jah r) 

13/06/1997 


Anmelder 

MEDIGENE AKTIENGESELLSCHAFT et al . 



Dieser internationale Recherche nbericht wurde von der International Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaG 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 



Dieser internationale Recherche nbericht umfaBt insgesamt 4 



. Blatter. 



|~X~| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Q Bestimmte Anspruche haben sich als nichtrecherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung(siehe Feld II). 

3 - [x] in der internationalen Anmeldung ist ein Protokoll einer Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz offenbart; die internationale 
Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt, 

das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

| | das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

| | dem jedoch keine Erklarung beigefugt war, daG der Inhalt des Protokolls nicht uber den 

— Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

| | das von der Internationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemaGe Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Be horde wie folgt festgesetzt. 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[xl wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

| | wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behorde 

festgesetzt. Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: 

Abb. Nr. Q wie vom Anmelder vorgeschlagen [x] keine der Abb. 



| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1992) 



INTERN ATIONALER R^jERCHENBERICHT | MwM 0 t A.cenze.ch T 

PCT/EP 98/03584 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES . _ „ /a „ 

IPK 6 C12N15/12 C12N15/85 C07K14/47 C12Q1/68 C07K16/18 
G01N33/50 A61K48/00 

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalsn Klassifikation und derlPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter MindestprOfstoff (Klassifikationssystem und Klassifikatlonssymbole ) 

IPK 6 C07K 



Recherchierte aber nicht zum MindestprOfstoff ge ho re nde Veroffentlichungen, soweit dieseunter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



DATABASE EMBL 

EST AC:W12756, 1996 

MARRA ET AL. : "THE WASHU-HHMI MOUSE EST 

PROJECT" 

XP002084570 

DATABASE EMBL 

EST AC:AA249091, 13. Marz 1997 
LIEW: "cDNAs FROM HUMAN FETAL HEART" 
XP002084571 

-/— 



1-15 



1-15 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffentiichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 



T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und m it der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung miteiner oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Facnmann naheliegend ist 

"&•' Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

16. November 1998 


Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 

01/12/1998 


Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehbrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70)340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Hagenmaier, S 



Formblatt PCT/ISA/21 0 (Blatt 2) (Juli 1 992) 



Seite 1 von 3 



INTERNATIONALER R 



RCHENBERICHT 



Interna^^^^s Aktenzeichen 

PCT/EP 98/03584 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie 0 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


Y 


WATAKABE ET AL.: "N-TR0P0M0DULIN: A NOVEL 
ISOFORM OF TROPOMODULIN IDENTIFIED AS THE 
MA.WR RTNDTNR PROTFTN TO RRATN 

TROPOMYOSIN" 

JOURNAL OF CELL SCIENCE, 

Bd. 109, 1996, Seiten 2299-2310, 

XP002084565 

siehe das ganze Dokument 


1-15 


Y 


BABCOCK AND FOWLER: " ISOFORM-SPECIFIC 

TNTFRAPTTfiN f)F TRfiPOMOnill TN WTTH SKELETAL 

MUSCLE AND ERYTHROCYTE TROPOMYOSINS" 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 

Bd. 269, Nr. 44, 1994, Seiten 27510-27518, 

XP002084566 

siehe das ganze Dokument 


1-15 


Y 


LIANG P ET AL: "DIFFERENTIAL DISPLAY OF 
EUKARYOTIC MESSENGER RNA BY MEANS OF THE 
Pf)l YMFRASF THATN RFAPTTON" 

SCIENCE, 

Bd. 257, Nr. 5072, 14. August 1992, Seiten 

967-971, XP000508268 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe das ganze Dokument 


1-15 


A 


TANAKA ET AL. : "CONSTRUCTION OF A 
NORMALIZED DIRECTIONALLY CLONED cDNA 
LIBRARY FROM ADULT HEART AND ANALYSIS OF 
3040 CLONES BY PARTIAL SEQUENCING" 
GENOMICS, 

Bd. 35, - 1996 Seiten 231-235, 
YPnn?nftdi;fi7 

in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 
& DATABASE EMBL 
fst Ar-rnddQR iqqr 

Col . UufrjO , 

TANAKA ET AL.: "CLONE 3NHC3467" 


1-15 


A 


WO 97 17937 A (FRANZ WOLFGANG M ; R0THMANN 
THOMAS (DE); KATUS H A (DE)) 22. Mai 1997 
siehe das ganze Dokument 


4,11,12 


A 
M 


MARFI F fi- "RFNF THFRAPY FOR 
linuLL u vn . uLiiu I nui\nr i ruh 

CARDIOVASCULAR DISEASE" 
CIRCULATION, 

Bd. 91, Nr. 2, 15. Januar 1995, Seiten 
541-548, XP000568740 
siehe das ganze Dokument 


4 11 12 


A 


US 5 283 173 A (SONG 0K-KYU ET AL) 

1. Februar 1994 

siehe das ganze Dokument 

-/-- 


15 



Foimblatt PCT71SA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (Juli 1992) 



Seite 2 von 3 



INTERN ATIONALER RE^MERCHENBERICHT 



Aktenzeichen 



PCT/EP 98/03584 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



p,y 



DATABASE EMBL 

EST AC:AA462137, 13. Juni 1997 

MARRA ET AL. : "THE WASHU-HHMI MOUSE EST 

PROJECT" 

XP002084569 



1-15 



Formblatt PCT/1SA/210 (Fortsetzung von Blatt2) (Jul! 1992) 



Seite 3 von 3 



INTERNAMNAL SEARCH REPORT 

Informational patent family members 


Internat^^^p plication No 

PCT/EP 98/03584 


Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 



WO 9717937 A 22-05-1997 AU 1867297 A 05-06-1997 

EP 0862644 A 09-09-1998 



US 5283173 A 01-02-1994 US 5468614 A 21-11-1995 

US 5667973 A 16-09-1997 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



